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Resumo

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca genética ligada ao
cromossomo X induzida por mutacdes no gene da distrofina. A distrofina anormal
leva a degeneracdo das fibras musculares, resultando em alteracdes retrogradas
que afetam o sistema nervoso. Assim, drogas neuroprotetoras, como a pregabalina
(PGB), podem melhorar a funcdo motora por meio da modulacdo das sinapses
excitatorias, juntamente com efeitos antiapoptoticos e antiinflamatorios. O presente
trabalho teve por objetivo estudar os efeitos da PGB na preservacdo axonal e sua
capacidade de sincronizagdo da regeneracdo axénio/fibra muscular, apés leséo de
nervos periféricos distréficos e ndo distréficos, permitindo melhorias nas respostas
motoras em camundongos MDX. Para isso, camundongos MDX, modelo para DMD
e C57BL/10 (linhagem controle), divididos em trés experimentos, na parte | sem
lesdo nervosa periférica e partes Il e 1ll com leséo unilateral de nervos isquiaticos por
esmagamento na sexta semana, foram tratados assim que completaram cinco
semanas de vida, com PGB (30 mg kg/dia, i.p.) ou veiculo, durante 28 dias
consecutivos. Periodo de pico da degeneracdo muscular com aumento da
mionecrose, regeneragdao de miofibrilas e fraqueza muscular. Os camundongos
foram sacrificados, na nona semana, devido ao periodo critico de mionecrose,
inflamacéo crénica, regeneracdo de fibras e déficit funcional. Os nervos isquiaticos
ipsi e contralaterais a lesdo foram processados para imunoistoquimica e gRT-PCR,
avaliando a expressdo de proteinas e transcritos génicos relacionados a atividade
neuronal e das células de Schwann. A intumescéncia lombar de animais sem leséo,
também foram processadas para qRT-PCR, servindo de referencial para o estudo da
expressao de fatores neurotréficos e citocinas pré e anti-inflamatorias. Musculos
tibiais craniais foram dissecados para avaliagdo das jungbes neuromusculares pelo
uso de a-bungarotoxina. Na morfometria, nervos isquiaticos foram analisados em
seccOes transversais semifinas. A recuperacdo da funcdo motora foi monitorada
durante todo o tratamento, por meio do teste de marcha espontanea (sistema
Catwalk) e do teste de locomocéo forgcada (Rotarod). Os resultados mostram que o
tratamento com PGB, reduziu, da quinta a nona semana, na linhagem MDX, os
efeitos retrogrados da degeneracao/regeneracdo muscular sobre o sistema nervoso.
Tal fato foi confirmado apés lesédo nervosa periférica, mostrando melhor adaptacao e
resposta dos neurdnios e glia para regeneracdo axonal rapida, com direcionamento
eficiente do sitio alvo em fibras musculares normais e/ou regeneradas. Nao
observamos efeitos negativos do tratamento, que modulou positivamente a
expressao de proteinas pré-regenerativas nos neurdnios e células de Schwann. A
avaliagcdo morfométrica se mostrou alinhada com a melhor morfologia axonal e
preservagao de placas motoras, resultando na otimizacdo da funcéo e coordenacao
motora de animais distroficos. Acreditamos que o tratamento com PGB melhorou o
equilibrio entre as entradas excitatorias e inibitérias para os motoneurénios espinais,
aumentando o controle motor. Além disso, aumentou a homeostase do nervo
periférico, preservando as células de Schwann. De maneira geral, os presentes
resultados indicam que a pregabalina é eficaz na protecdo do SNP durante o
desenvolvimento da DMD, melhorando a coordenagéo motora, o que pode, por sua
vez, ser traduzido para a clinica.



Abstract

Duchenne muscular dystrophy (DMD) is an X-linked genetic disorder induced by
mutations in the dystrophin gene. Abnormal dystrophin leads to degeneration of
muscle fibers, resulting in retrograde changes that affect the nervous system. Thus,
neuroprotective drugs such as pregabalin (PGB) can improve motor function by
modulating excitatory synapses, together with anti-apoptotic and anti-inflammatory
effects. The present work aimed to study the effects of PGB on axonal preservation
and its capacity to synchronize axon/muscle fiber regeneration after damage to
dystrophic and non-dystrophic peripheral nerves, allowing improvements in motor
responses in MDX mice. For this purpose, MDX mice, model for DMD and C57BL/10
(control strain), divided into three experiments, in part | without peripheral nerve
damage and parts Il and Il with unilateral crush injury in the sciatic nerves in the
sixth week, were treated like this who completed five weeks of life, with PGB (30 mg
kg/day, ip) or vehicle, for 28 consecutive days. Peak period of muscle degeneration
with increased myonecrosis, myofibril regeneration and muscle weakness. The mice
were sacrificed, in the ninth week, due to the critical period of myonecrosis, chronic
inflammation, fiber regeneration and functional deficit. The sciatic nerves ipsi and
contralateral to the lesion were processed for immunohistochemistry and gRT-PCR,
evaluating the expression of proteins and gene transcripts related to neuronal and
Schwann cell activity. Lumbar tumescence of uninjured animals was also processed
for qRT-PCR, serving as a reference for studying the expression of neurotrophic
factors and pro and anti-inflammatory cytokines. The anterior tibialis muscles were
dissected out for evaluation of neuromuscular junctions using a-bungarotoxin. For the
morphometry, sciatic nerves were analyzed in semi-thin cross sections.The recovery
of motor function was monitored throughout the treatment, through the spontaneous
gait test (Catwalk system) and the forced locomotion test (Rotarod). The results show
that treatment with PGB reduced, from the fifth to the ninth week, in the MDX strain,
the retrograde effects of muscle degeneration/regeneration on the nervous system.
This fact was confirmed after peripheral nerve injury, showing better adaptation and
response of neurons and glia for axonal regeneration, with efficient reinnervation of
muscle fibers. We did not observe negative effects of PGB treatment, which
positively modulated the expression of pro-regenerative proteins in neurons and
Schwann cells. The morphometric evaluation is in line with the best axonal
morphology and preservation of motor endplates, resulting in the optimization of
motor function in dystrophic animals. We believe that treatment with PGB improved
the balance between excitatory and inhibitory inputs to spinal motoneurons,
increasing motor control. In addition, PGB increased peripheral nerve homeostasis,
preserving Schwann cells. Overall, the present results indicate that pregabalin is
effective in protecting the SNP during the development of DMD, improving motor
coordination, which can, in turn, be translated to the clinic.
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1. Introducéao

1.1. Distrofia muscular de Duchenne

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca genética de
carater recessivo, em que o cromossomo X sofre mutacBes espontaneas
gerando um defeito na codificacdo do gene responsavel pela producdo da
distrofina (1-4). Essa proteina tem papel fundamental durante as contracdes
musculares, o que mantém a integridade das fibras. Sua auséncia é
caracterizada por degeneracao e fraqueza muscular progressiva, causada pela
mionecrose, que também ocorre nas fibras musculares de camundongos MDX
(um modelo animal para a distrofia muscular de Duchenne) utilizado em nosso
laboratério. A degeneracdo das fibras é frequentemente precedida por um
colapso e descolamento da lamina basal do sarcolema, associado a um
extenso processo inflamatério (5, 6). Portanto, a maioria dos estudos sobre
DMD ¢ direcionada exclusivamente ao sistema muscular.

Ray e colaboradores (4), investigaram os ciclos de degeneragao /
regeneracdo muscular, de 2 a 10 semanas de vida, em camundongos MDX.
Seus resultados mostraram que, ja com 2 semanas de vida, as alteracdes eram
em pequenos focos dispersos de miofibrilas em degeneracéo, circundados por
infiltrados celulares, fibras musculares “palidas” e pequenos grupos de fibras
musculares regeneradas com nucleo celular central. Esses achados foram
considerados evidéncias de que, entre 2 e 5 semanas de vida, ocorrem
degeneracdo e subsequente regeneracdo muscular em camundongos MDX,
havendo aumento da necrose, regeneracao miofibrilar e fraqueza muscular
acentuada, tornando a fibra suscetivel a les6es induzidas por contracédo (7-10).
Nesse contexto, os periodos criticos ocorrem de 6 a 8 semanas de vida, nos
membros pélvicos de camundongos MDX. Assim, ocorrem alteracdes
musculares, com presengca de nucleos centrais, incluindo mionucleos
apoptoticos, mobilizando células satélites com maturacédo incompleta. Durante
esse periodo ha prevaléncia de déficit funcional atribuido a reducdo da taxa
metabdlica (11-14).

1.2. Sistema nervoso periférico de camundongos MDX
Os processos de degeneracédo / regeneracdo muscular que ocorrem em

camundongos MDX, promovem alteracdes retrogradas nas juncdes
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neuromusculares e sistema nervoso periférico, como aumento das proteinas
S100B aos 8 e 13 meses de idade, induzindo alteragdes neurodegenerativas
(15, 16). Estas afetam especificamente os motoneurbnios alfa do sistema
nervoso central, levando ao aumento da astrogliose, reducado significativa da
expressao de sinaptofisina e retracdes parciais e/ou totais dos terminais pré-
sinépticos, principalmente do tipo S (excitatrio / glutamatérgico), indicando
uma reducéo na atividade sinaptica em animais distroficos com nove meses de
idade (17).

Todos 0s eventos mencionados acima, representam que os déficits
motores e comportamentais em pacientes com DMD e camundongos MDX,
provavelmente ndo se limitam as fibras musculares. Assim, sugerimos que tais
desfechos patoldgicos, ocorram de forma comutativa com o sistema nervoso
central e periférico, pois 0os musculos sdo dependentes da inervacdo para
manter-se funcionalmente ativos. E fibras musculares em degeneracéo,
resultam em fragmentacdo da placa neuromuscular, induzindo desnervacéao e,
por consequéncia, falhas de neurotransmissdo (5, 18-20). Tal perda de
inervacdo provoca alteracdes no corpo celular dos neurdnios, denominada
cromatdlise, que incluem edema do corpo celular, retracdo de terminacfes
sinapticas, deslocamento do ndcleo para a periferia da célula e a dissolucéo da
substancia de Nissl, ocorrendo assim, remodelamento da glia adjacente no
microambiente periférico(21-23).

Todas essas alteracdes sao interpretadas como remodelamento do
estado funcional dos neurdnios lesados, passando de um modo de transmissao
sinaptica para um modo de reinervagdo (brotamento), sugerindo que também
possa ocorrer em camundongos MDX, devido as alteracdes nas JNMs, em que
0S neurdnios direcionam seu metabolismo para a recuperacdo da lesdo
retrograda (24-26).

1.3. Lesdo mecanica no Sistema Nervoso Periférico de camundongos
MDX

A fim de melhor compreendermos os mecanismos e limitagbes da
regeneracdo do SNP de camundongos MDX, estudamos modelos de leséo
nervosa periférica, que foram propostos e pesquisados por diversos autores e

gue possam ser aplicados em nosso projeto. Seddon & Sunderland,
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descreveram tipos de lesdo nervosa. Neuropraxia ou lesdo de grau | a mais
leve que bloqueia a conducéo dos impulsos nervosos, mas sem lesionar o
perineuro e axdnio, recuperando em horas, dias ou meses. Axonotmese que
subdividem nos graus I, Ill e IV. Grau Il, que lesiona o axbnio, com
preservacao da lamina basal e endoneuro. Grau lll, lesdo da fibra nervosa
(axbnio e endoneuro) com prevaléncia de déficits funcionais. E grau IV,
refererindo-se a perda de continuidade axonal, do endoneuro e perineuro,
visto em lesdo por esmagamento e aplicada em nosso projeto. Tornando-se
uma técnica bastante utilizada, em razdo da reducdo de danos, devido ao
incentivo da regeneracdo axonal espontanea e direcionada, através, da
manutencdo da integridade do tecido conjuntivo do nervo (epineuro).
Diferentemente, da neurotmese ou lesGes de grau V, que relata o tipo de
lesdo mais grave, com ruptura de todo o nervo e tecido conjuntivo com
comprometimento sensorial e funcional (27-30).

Nas lesbes em que ha perda da continuidade axonal, diversas
modificagdes celulares e moleculares se desenvolvem imediatamente apds a
lesdo com a finalidade de remover o segmento danificado e promover a
regeneracdo axonal e assim, a recuperacdo do nervo lesionado (31). No
segmento distal a lesdo, os axdnios desconectados dos seus respectivos
corpos celulares, juntamente com a bainha de mielina, iniciam um processo
inflamatoério denominada degeneracdo Walleriana (DW), que atua sob dois
mecanismos distintos. Primeiro, axdénios desconectados do soma, executam
desmontagem por dissolucdo do seu proprio citoesqueleto, devido a cascata
de sinalizacdo e fragmentacdo da bainha de mielina. Segundo células de
Schwann (CS) destacadas do axénio e macréfagos no microambiente lesado,

fagocitam os detritos resultantes (32-35).

1.4. Reparacao do nervo periférico e matriz extracelular

Eventos como reorganizagcdo do espacgo endoneural, mudancas nos
componentes da matriz extracelular e elevacdo da producéo de neurotrofinas e
citocinas na DW (36, 37), atuam para criar um microambiente pro-regenerativo
no coto distal ao local da lesdo, necessarios para estimular a regeneracao
axonal nos cotos proximais. Por meio de brotos axonais, que terminalmente,

formam cones de crescimento, para exploracdo do microambiente através de
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movimentos constantes a fim de promover o direcionamento preciso da
regeneracdo axonal em direcdo ao orgdo-alvo (34, 38, 39). Cones de
crescimento, estruturados por microtubulos, microfilamentos e filamentos
intermediarios (neurofilamentos), mantém o calibre axonal, regulando o
transporte vesicular e conducéo nervosa (40-43).

Além disso, componentes da matriz extracelular como a laminina,
sustentam o crescimento e mielinizacdo axonal periférica, bem como as JNM
(44). No entanto, estudos demostram, que camundongos mutantes e individuos
com distrofias musculares congénitas, apresentam auséncia de isoformas da
laminina, alterando assim as atividades homeostaticas das CS, exibindo
descontinuidade da lamina basal, consequente hipomielizacdo e
desmielinizacdo axonal com reducdo da propagacdo dos estimulos elétricos
(44-51).

1.5. Funcdes das Células de Schwann no processo regenerativo

No sistema nervoso, existem quatro diferentes classes de células de
Schwann maduras. Séo elas: CS satélites, localizadas nos ganglios periféricos,
CS perissimpéticas conhecidas como (CS terminais), CS mielinizantes (CSM) e
CS néo mielinizantes (CSNM), localizadas no nervo periférico. Respaldadas em
sua morfologia e composicdo bioquimica, por exemplo, da proteina basica de
mielina (Mbp), que participa do didametro das fibras nervosas e compactacdo
das camadas de mielina (52, 53), atuando efetivamente durante os eventos de
transmissdo e plasticidade sinaptica (54-56). No entanto, a perda do contato
axonal faz com que as CS se diferenciem e assumam caracteristicas
fenotipicas de CSNM, indispensaveis para a regeneracdo do nervo. As CSNM,
atuam neste processo através da sintese de moléculas de adesao celular e
fatores neurotroéficos, responsaveis pela elaboracdo de uma membrana basal,
gue contém varias proteinas da matriz extracelular, denominada banda de
Blungner (57-59). A banda de Bingner, atua como um canal dentro do qual o
crescimento axonal € guiado, alojando as moléculas de adesdo celular,
juntamente com os fatores neurotroficos que sdo essenciais para o crescimento
axonal no interior deste canal.

As moléculas de adeséo celular promovem orientacdo e adesividade dos

axbnios e CS, enquanto os fatores neurotréficos correspondem a agentes
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troficos especificos que aumentam a regeneracdo no coto proximal da lesédo
(60-62). Por sua vez, cada axdnio envia um grande numero de brotos que
atravessam o local da lesdo e continuam seu crescimento no interior das
bandas de Blngner, cuja auséncia na sua formacao pelas CSNM, no coto
distal, dificulta fortemente a regeneracdo axonal, que normalmente resulta no
aparecimento de neuromas (63).

Bandas que também atuam na mielinizagdo dos axoénios, apoés
brotamento, promovendo substrato rico para o crescimento axonal, através da
sintese de varios fatores de crescimento. Como o fator neurotrofico de
crescimento do nervo (NGF), o fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF),
entre outros, garante-se o desenvolvimento, manutencgdo e regeneragao axonal
(64-69). Todos esses processos dependem da interacdo, inicialmente, com o
receptor de baixa afinidade para neurotrofinas (p75"'"). Possui efeitos
pleiotropicos, quando ativados promove sobrevivéncia e/ou morte neuronal (70-
72). E intensamente expresso em células de Schwann, seu aumento indica
reducdo nos mecanismos de reparo (73, 74) e sua expressao reduzida na
imunoistoquimica, apos lesdo nervosa periférica em camundongos MDX, indica
diminuicdo na capacidade regenerativa (39, 75, 76).

LesBes nervosas periféricas, induzem aumento do influxo de célcio no
axoplasma de axdnios dos neurdnios lesados, em associagdo com abertura de
canais de célcio voltagem dependentes (77-79) e conseguinte aumento das
subunidades estruturais a2d (tipo 1), nas membranas pré-sinapticas em
neurdnios localizados nos ganglios espinhais e na coluna dorsal da medula
espinhal. Desta forma, a sensibilizagcdo central fundamenta o desenvolvimento
e manutencao da dor neuropatica (80, 81). Excesso de calcio, por sua vez, leva
ao desequilibrio nas vias glutamatérgicas excitatérias e inibitorias, resultando
em atividades anormais dos potenciais de acdo, induzindo distarbios
neuroldgicos e anormalidades comportamentais, juntamente com 0s agravos
de mionecrose em camundongos MDX, a semelhanc¢a dos individuos DMD (82-
84).

Em conjunto, a saturacdo de calcio no sistema nervoso de animais MDX
distréficos, induzidos por alta concentracao intracelular, que altera a saida da

comunicacado celular, responsavel pelas funcbes motoras e ndo motoras (85-
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87). Tal fato se soma ao aumento de calcio ja existente, nas fibras musculares
de camundongos MDX (88) e pacientes DMD (89). Assim, o uso de farmacos
capazes de reduzir a concentracao de célcio intracelular pode aliviar o quadro
clinico da distrofia, melhorando o prognéstico do paciente DMD, principalmente

no inicio dos sintomas, resultando em qualidade de vida.

1.6. Pregabalina (PGB)

A PGB é uma droga analoga ao GABA, com extensas indicacdes
terapéuticas (90), atuando como um anticonvulsivante, através da subunidade
a20 (tipo 1) dos canais de calcio dependentes de voltagem (91). Assim, atenua
o influxo exacerbado de calcio em células neuronais (92, 93). Reduzindo a
liberacdo de neurotransmissores, como noradrenalina (94, 95) e glutamato dos
terminais pré-sinapticos (96, 97). Que por sua vez, possui manuseio defeituoso,
por astrécitos de culturas de pacientes DMD, devido a perda de distrofina,
resultando em hiperexcitabilidade neuronal e astrogliose reativa (98),
igualmente relatado em camundongos MDX (17).

A partir do tratamento com PGB € possivel reduzir ativacdo astrocitaria,
como demonstrado em estudos anteriores (93, 99, 100), tendo potencial para
modular as atividades neurais, em lesGes nervosas periféricas intrinsecas e
apos lesao condicional em camundongos MDX, apresentando efeitos sobre o
controle da reatividade glial (101). Como visto, ap6s injecéo local de lisolecitina
(LPC) no quiasma Optico para inducdo de desmielinizacdo (102) a PGB, além
de proteger o quiasma, melhorou sua remielinizacdo apés lesao (99). Uma vez
que, remielinizacdo no SNC, durante e apés insultos € um evento complexo e
de dificil ocorréncia (103, 104).

Pesquisa realizada em nosso laboratério revelou efeitos protetores da
PGB, por meio da preservacdo da rede sinaptica, no microambiente dos
motoneurdnios espinais alfa. Durante o curso da encefalomielite autoimune
experimental (EAE), mostrando reducéo na reatividade glial no grupo tratado
com PGB (100). Em conjunto, tais descobertas, demonstrando que o
tratamento com 30mg/kg/dia de PGB, ip, atua principalmente no trafego de
canais de calcio neuronais, reduzindo a citotoxicidade, obtendo efeitos
neuroprotetores, aumentando a regeneracao axonal e recuperagao funcional,
apos lesdo medular (92, 93, 105-109).
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Nossa hipétese é que tal reducéo do influxo de célcio, possa melhorar a
prote¢éo, regeneracdo e mielinizacdo axonal. Refletindo na melhora da funcéo
motora de camundongos MDX, por meio da modulagcdo das sinapses
excitatérias, juntamente com efeitos antiapoptéticos e antiinflamatérios da PGB
(110, 1112).
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2. Objetivos

O presente trabalho teve, como objetivo principal, compreender respostas

moleculares, morfolégicas e funcionais do sistema nervoso periférico com

tratamento PGB, na dose baseada na literatura para ratos e camundongos de

30mg/kg/dia, ip, durante 28 dias consecutivos. Buscou-se otimizar, assim, a

comunicacdo bidirecional do sistema nervoso com o0 sistema muscular em

resposta a degeneracdo muscular constante que ocorre em camundongos

MDX. Além disso, avaliamos os efeitos da PGB, ap0s lesdo nervosa periférica,

atuando como sincronizador da regeneracdo axonal e de fibras musculares.

Esses objetivos podem ser detalhados no sentido de:

a)

b)

d)

f)

9)

Analisar a modulagéo da expressao de neurofilamento, laminina, S-100
e p75NGFR por imunoistoquimica (densidade integrada de pixels), em
cortes longitudinais de nervos integros e lesionados das linhagens MDX
e controle C57BL/10.

Evidenciar e avaliar a morfologia das jungdes neuromusculares, com a-
bungarotoxina, no musculo tibial cranial de camundongos das linhagens
MDX e controle C57BL/10, com nervos integros e apos leséo.

Andlisar, por RT-gPCR, a expressdo dos transcritos para os fatores
neurotréficos (Bdnf e Gap43), citocinas pro-inflamatérias (Tnfa e Ifny) e
citocina anti-inflamatéria (Tgff1) na medula lombar dos animais com
nervos integros das linhagens MDX e controle C57BL/10.

Avaliar, por RT-gPCR, a expresséao dos transcritos de genes das células
de Schwann (Mbp, S100 e p75"™), em nervos integros e lesionados das
linhagens MDX e controle C57BL/10.

Avaliar a funcdo neuromotora, utilizando o sistema de locomocéao
forcada (Rota Rod) em camundongos MDX e C57BL/10, com nervos
integros e lesionados, tratados com PGB e veiculo.

Analisar funcionalmente o nervo isquiatico integro e a recuperagao apos
lesdo, utilizando locomocdo espontdnea dos camundongos MDX e
C57BL/10, no sistema CatWalk, tratados com PGB e veiculo.

Avaliar o numero e parametros morfométricos, referentes as fibras
nervosas de camundongos MDX e C57BL/10, de nervos integros e

regenerados apos lesdo nervosa periférica, tratados com PGB e veiculo.
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3. Materiais e métodos

Esta tese de doutorado esta dividida em trés experimentos:

Na parte | investigamos a possibilidade da PGB proporcionar
neuroprotecdo em nervos periféricos de camundongos MDX, resultando na
melhora da marcha. Para tal, experimentos de imunoistoquimica dos nervos
isquiaticos, a-bungarotoxina para receptores de acetilcolina (AchRs), RT-gPCR
da intumescéncia lombar e nervo isquiatico, teste de equilibrio e coordenacéo
motora (Rota rod) e teste da fungdo motora (Cat Walk System) foram
realizados, resultando em artigo publicado na revista Molecular and Cellular
Neuroscience (112).

A parte Il aborda as atribuicdes da PGB, em atuar na sincronizacdo da
regeneracdo das fibras nervosas, apds lesdo axonal, com a restruturacdo das
fibras musculares, em camundongos MDX, melhorando assim, a marcha dos
animais distroficos. Para alcancar tais objetivos, realizou-se lesdo do nervo
isquiatico e experimentos de imunoistoquimica, marcagdo com a-
bungarotoxina, RT-gPCR do nervo isquiético, teste de equilibrio e coordenacéo
motora (Rota rod) e teste da funcdo motora (Cat Walk System).

Na parte lll, avaliamos os efeitos da PGB no metabolismo das células
de Schwann de camundongos MDX e mielinizacdo de axdénios apdés lesédo. Por
intermédio da morfometria, 0os seguintes parametros foram estudados: area
total dos nervos, estimativa do nimero de fibras mielinicas em 100.000 pm?,
espessura da bainha de mielina, didametro axonal e razdo “g” (razdo entre o

didmetro axonal e o diametro da fibra) dos nervos contralaterais e ipsilaterais.

3.1 Animais

Utilizamos camundongos das linhagens C57BL/10 e MDX (machos, 5
semanas de idade, 15-20g), obtidos do Centro Multidisciplinar de Investigacéo
Biologica de Universidade Estadual de Campinas (CEMIB / UNICAMP) e
alojados nas instalacdes do Laboratorio de Regeneracdo Nervosa, Instituto de
Biologia, UNICAMP. Os animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro (12h
/ 12 h) com temperatura e umidade controladas e com &agua e alimento
peletizado ad libitum. Os experimentos foram aprovados pelo Instituto Comité
de Etica no Uso de Animais (Instituto de Biologia - CEUA / IB / UNICAMP,
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protocolo n°. 3769-1(A) 2017), foi realizado de acordo com as diretrizes do
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA). No total, 148
camundongos foram usados, sendo os grupos experimentais detalhados na
tabela 1.

Tabela 1 Grupos experimentais da pesquisa, parte | (sem lesdo) e partes Il e
[l (com lesdo), dose de 30mg/Kg/dia de PGB e tempos de sobrevivéncia
durante o tratamento.

Técnicas utilizadas e animais por grupo também séo descritas.

Parte | 28 dias 28 dias (RT-gPCR) 28 dias 28 dias
Imunoistoquimica intumescéncia 24 testes 7 testes
nervo isquiatico e lombar e nervo Catwalk Rotarod
toxina em AchRs isquiatico

C57BL/10 - Veiculo 5* 5 5* 5

C57BL/10 - PGB 5* 5 5* 5

MDX - Veiculo 5* 5 5* 9

MDX PGB 5* 5 5* 9

Partes Il e |l 28 dias 28 dias 28 dias 28 dias 28 dias

Imunoistoquimica (RT-gPCR) 24 testes 7testes Morfometria
nervo isquiatico e nervo Catwalk Rotarod

toxina em AchRs  isquiatico

C57BL/10 - Veiculo 5* 5 5* 5 5
C57BL/10 - PGB 5* 5 5* 5 5
MDX - Veiculo 5* 5 5* 5 5
MDX PGB 5* 5 5* 5 5

*Os mesmos camundongos foram usados para ambas as técnicas.

3.2 Tratamento medicamentoso, partes I, Il e lll.

Nos camundongos tratados com (Pregabalina 75mg, Lyrica, Pfizer)
foram administrados 30mg/kg/dia, diluidos diariamente em 200ul de solucéo
tampéao fosfato-salina 0,9% NaCl, formando solucdo homogénea com auxilio do
Vortex mixer. Nos camundongos tratados com veiculo foram administrados 200
pul de solucdo tampéo fosfato-salina 0,9% NaCl (veiculo). Ambos os

tratamentos foram iniciados no primeiro dia da 52 semana e finalizados no
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altimo dia da 8% semana de vida, tanto a pregabalina como solucéo veiculo,
foram administrados intraperitonealmente, sempre no mesmo horario do dia.
Todos os camundongos foram eutanasiados no primeiro dia da nona semana

de vida.

3.3 Lesao do nervo isquiatico, partes Il e lll.

Camundongos com 6 semanas de idade, uma semana apos o inicio do
tratamento com PGB, foram anestesiados com isoflurano, usando o sistema de
anestesia por inalacéo, de pequenos roedores (BRASMED - Cédigo 170130).
Apos a tricotomia da face posterior da coxa esquerda, a pele foi incisada com
bisturi (aproximadamente 1,5 cm de comprimento) no meio da coxa. A pele e
0s musculos da coxa foram separados cuidadosamente, expondo o0 nervo
isquiatico para a realizacdo da lesdo na altura do forame obturado. O
esmagamento do nervo esquerdo foi realizado sempre pela mesma pessoa,
com auxilio de pinga n° 4, pressdo constante foi mantida por 10 segundos o
procedimento foi repetido pelo mesmo periodo, verificando sempre a
integridade do epineuro (113, 114). Apds a cirurgia, os camundongos foram
mantidos no biotério do laboratério de Regeneracao Nervosa, do Departamento
de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia da Unicamp, até o

momento da eutanasia.

3.4 Coleta e preparacéao de tecidos, partes |, Il e L.

Os camundongos foram anestesiados com uma overdose de xilazina e
cetamina e submetidos a toracotomia seguida de perfuséo transcardiaca com
solucao salina tamponada com fosfato de sédio 0,1 M (PBS, com NaCl a 0,9%;
pH 7,38), para analise de (RT-gPCR). Em outros camundongos, designados
para analise de imuno-histoquimica além da solucéo salina, segue a perfusédo
transcardiaca agora com solucéo fixadora (4% paraformaldeido em 0,1 M PBS)
ou fixadas com Karnovsky (glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 10% em PBS
0,1M) para morfometria. Apo6s a fixacdo, 0s nervos isquiaticos foram
dissecados e imersos na mesma solucao fixadora durante a noite a 4°C. Em
sequéncia, os espécimes foram lavados trés vezes com PBS 0,1 M, em
seguida, imersos em séries de solu¢des sacarose (10%, 20% e 30%, 24 h

cada). As amostras foram entdo embebidas em Tissue-Tek, congelado em n-
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hexano a uma temperatura controlada (-25°C a -30°C) e armazenados a -
20°C.
3.5 Imunoistoquimica, partes | e .

Seccdes longitudinais de nervos isquiaticos e musculos tibiais craniais
com 12 ym de espessura foram obtidas usando um criostato (Microm, HM525).
Elas foram transferidas para laminas microscopicas gelatinizadas e
armazenadas a -20°C até o uso. Para imunoistoquimica, as laminas foram
deixadas em temperatura ambiente, e as se¢fes foram delineadas com uma
caneta hidrofébica (caneta PAP, Sigma Z377821). As laminas foram
transferidas para camara de imunoistoquimica, uma cuba Umida que protege
da luz. As secdes foram imersas em PBS 0,01 M (3 x 5 min cada), levemente
secas na periferia da lamina e incubadas com 150 pl de solugéo de bloqueio
(3% albumina bovina sérica em PBS 0,1 M) durante 45 min. Posteriormente, 0s
anticorpos primarios, tabela 2, foram diluidos em soluc¢édo de incubacéo (1,5%
albumina bovina sérica e Tween 0,2% em PBS 0,1 M), e as sec¢cOes foram
incubadas por 4 h em temperatura ambiente. Apos a incubacdo dos anticorpos
primarios, as sec¢des foram lavadas com 0,01 M de PBS e incubadas com o
anticorpo secundario apropriado (exceto musculos, sendo as laminas ja
montadas em glicerol/PBS 0,01M 3:1 com laminula), (Cy2 anti-coelho ou Cy3
anti-camundongo; Jackson Immunoresearch, 1: 500) por 45 min. As secfes
foram novamente lavadas com PBS 0,01 M e cobertas com uma lamela com
glicerina / PBS (3: 1). As laminas foram observadas com um microscopio de
epifluorescéncia (Leica DMB5500) e documentado com uma camera digital
(Leica DFC 345 FX), utilizando filtros especificos de acordo com a anticorpos
secundéarios. Para quantificacdo, trés imagens representativas de cada
espécime de cada grupo experimental foram selecionadas. A densidade
integrada de pixels, que representa a intensidade de anticorpo ligado a proteina
de interesse, foi medida de cortes longitudinais do nervo isquiatico. E as placas
motoras de musculos tibiais craniais, com a-bungarotoxina ligada a AchRs,
foram quantificadas. Nos dois experimentos, utilizamos o software IMAGEJ
(versdo 1.33u, National Institutes of Health, USA). Para cada nervo isquiatico e
musculo tibial cranial, e entdo a média * erro padrdo da média de cada grupo

experimental foi calculada e, através desses valores, foram realizadas as
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comparacdes entre 0s grupos.

Tabela 2 Anticorpos primarios usados ao longo do estudo, partes | e Il.

Anticorpo/ Fabricante  Hospedeiro  Codigos  Concentracao

Neurotoxina

Neurofilamento milipore rabbit ab1989 1:2000
Laminina 6 abcam rabbit ab11575 1:1500
S100 abcam rabbit ab868 1:1500
p75NCR Santa Cruz rabbit SC271708 1:1500
a-bungarotoxina Thermofisher  Bungarus B35451 1:500

3.6 PCR em tempo real (RT-gPCR) partes | el

3.6.1 Medula Espinhal parte |

O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente TRIzol™

(Invitrogen,
catadlogo numero 15596026), seguindo-se as instrucfes do fabricante. Para
isso, 1mL de TRIzol foi adicionado as amostras, seguido de homogeneizacao
com Politron®. A concentracdo de RNA e qualidade das amostras foram
mensuradas em nanofotdbmetro considerando-se as razfes A260/280 e
A260/230. O cDNA foi sintetizado a partir de 1,0ug de RNA total com o kit High
Capacity (Thermo Fisher Scientific, cédigo 4368814) de acordo com as
instrugdes, do fabricante. Para as reacdes de PCR, o cDNA foi utilizado como
amostra em uma reacdo de 10ul contendo agua nuclease free, ensaios
TagMan (Tabela 3) e TagMan Gene Expression Master Mix (Applied
biosystems, codigo 4369016), sempre em triplicatas. Todo o procedimento de
RT-gPCR foi realizado na plataforma de instrumentacao Stratagene Mx3005P
(Agillent). As condi¢cbes de termociclagem utilizadas foram de 95 C por 10
minutos seguida de 45 ciclos de 95 C de 15 segundos e 60 C de 1 minuto. O
gene de referéncia Hprtl foi testado e validado pelo software Best-Keeper e
empregado como normalizador. Os resultados foram calculados pelo método

de 2—AACT
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3.6.2 Nervo Isquiatico partes 1 e Il

O RNA total foi extraido utilizando-se o RNeasy Micro kit (Quiagem,
74004) seguindo-se as instru¢gbes do fabricante. A concentracdo de RNA e
qualidade das amostras foram mensuradas em nanofotdmetro considerando-se
as razbes A260/280 e A260/230. O cDNA foi sintetizado a partir de 170ng de
RNA total com o kit High Capacity (Thermo Fisher Scientific, cédigo 4368814)
de acordo com as instrucdes, do fabricante. Para as reagdes de PCR, o cDNA
foi utilizado como amostra em uma reacdo de 10ul contendo agua nuclease
free, ensaios TagMan (Tabela 3) e TagMan Gene Expression Master Mix
(Applied biosystems, cédigo 4369016). Todo o procedimento de RT-qPCR foi
realizado na plataforma de instrumentagédo Stratagene Mx3005P (Agillent). As
condicGes de termociclagem utilizadas foram de 95 C por 10 minutos seguida
de 45 ciclos de 95 C de 15 segundos e 60 C de 1 minuto. O gene de referéncia
Gapdh foi testado e validado pelo software Best-Keeper e empregado como

normalizador. Os resultados foram calculados pelo método de 27447,

Tabela 3 Ensaios TagMan usados na técnica RT-gPCR

Tecidos Genes Cadigos
Tnfa Mm00443258_m1
Intumescéncia IFNy Mm01168134 ml
lombar Tof31 MmO01178820_m1
parte | BDNF MmO04230607_s1
Gap43 MmO00500404_m1
Nervos isquiaticos S100 MmO01149792_m1l
partes | ell P75 MmO00446296_m1
Mpb MmO01266402_m1

3.7 Morfometria, parte lll.
Os nervos isquiaticos foram dissecados e imersos na mesma solucao
fixadora por 12 horas, mantidas a uma temperatura de 4°C. Passado esse

periodo, os elementos do referido conjunto foram lavados em tampéao fosfato
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0,01M. O nervo isquiatico esquerdo foi dividido em quatro fragmentos (proximal
1 e 2; distal 1 e 2) e o direito foi dissecado integralmente. Os fragmentos foram
colocados individualmente em frascos contendo tampéo fosfato de sodio, pH
7,4. Foram entdo pos-fixados por um periodo de 2 horas em solucdo de
tetroxido de 6smio a 1%, diluido em tampéo fosfato de sodio, pH 7,4. Os
fragmentos foram desidratados em série crescente de alcool 30, 50, 70 e 100%
e acetona 100%. Posteriormente, foram incluidos em acetona + resina
(Durcupan Fluka) (2:1), por 12h em temperatura ambiente e (1:1) por mais 12h,
seguindo com resina (Durcupan Fluka) pura em 12h e finalizando com resina
pura em formas para polimerizar a (60°C). Os blocos foram desbastados e
seccbes semifinas (0,5um) obtidas em (ultramicrotomo Leica, EM UC?7),
coradas com azul de toluidina 0,25% para a observacdo e aprovacdo da
morfologia no microscoépio de luz. A seguir, blocos viaveis para analise, foram
selecionados para dar continuidade aos cortes semifinos os quais foram
coletados em laminas e corados com corante lipofilico, Sudan Black, para
posterior analise em microscopio (Leica DMB5500) e documentado com uma
camera digital (Leica DFC 295).

3.7.1 Andlise das seccdes semifinas

Em andlise das secc¢fes transversais semifinas dos nervos isquiéticos,
foi utilizado aumento de 1200X, considerando os resultados dos seguintes
parametros: area total em pm? dos nervos, estimativa do nimero de fibras
mielinicas em 100.000 pm?, diametro das fibras mielinicas (DFM), espessura
da bainha de mielina (EBM), didametro dos axénios mielinicos (DAM) e razao “g”
(RZG), [razdo do diametro axdnio mielinico para o diametro da fibra mielinica,
(RZG = DAM/DFM)] dos nervos contralaterais e ipsilaterais.

As medidas do didmetro das fibras e dos axonios mielinicos foram
obtidas a partir dos valores dos respectivos perimetros (P), aplicando-se a
formula [D=P/ 1 (Pi)]. A diferenca entre o didmetro das fibras mielinicas (DFM)
e o diametro dos ax6nios mielinicos (DAM) fornece a espessura da bainha de
mielina (EBM) (115). A RZG corresponde ao quociente entre DAM e DFM, um
parametro morfométrico que expressa a regeneracdo das fibras nervosas

(116). Para os procedimentos morfométricos, foi utilizado o software adobe
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Photoshop (Adobe Systems). As microfotografias foram utilizadas para
demonstrar qualitativamente possiveis efeitos do tratamento com PGB sem

lesdo e apos lesdo nervosa periférica.

3.8 Testes da fungcao motora, partes | e Il.

A analise funcional foi avaliada usando uma pista de caminhada
automatizada sistema (CatWalk XT System, Noldus Inc., Holanda) em que o
animal pode caminhar espontaneamente, sobre uma plataforma de vidro
iluminada com uma luz verde, realcando as pegadas quando as patas
contatam o caminho. Trés corridas foram registradas por uma camera de alta
velocidade colocada sob a passarela, e os dados foram analisados pelo
software CatWalk XT 10.6 (Noldus Inc.). O indice de funcéo isquiatica (SFI) foi
calculado de acordo com a seguinte formula (117): SFI = 118,9 (ETS — NTS) /
NTS) -51,2 ((EPL — NPL) / NPL) -7,5, em que N, lado normal; E, lado
experimental; PL, comprimento de impressao; e TS, propagacdo do dedo do
pé. Para adaptacdo, os camundongos foram colocados individualmente no
sistema para caminhar 5 min dia, por trés dias antes do inicio dos
experimentos. ApOs quatro dias de tratamento, iniciou-se o experimento, as
execucdes foram adquiridas todos os dias durante vinte e quatro dias (parte 1)
e trés dias antes e vinte e um dia apos leséo (parte Il), consecutivos no mesmo
horario e condicdes ambientais para padronizacdo na coleta dos dados de
cada animal do grupo. Autorizados a mover-se livremente em ambas as
direcbes com uma duracdo da corrida entre 0,50 e 5,00 a uma velocidade
maxima permitida com variacdo de 60%. O ganho da camera foi definido como
25,01 e a deteccao limite para 0,25. Quatro execucdes compativeis foram

adquiridas por teste e nao restricdo alimentar ou recompensa.

3.9 Testes de equilibrio e coordenacdo motora, partes | e ll.

Experimentos que foram avaliados o equilibrio e a coordenacdo motora
dos camundongos, no Rota Rod EFF-412 (Insight equipamentos) que consiste
em um cilindro giratorio operando no sistema de velocidade continua, com
aceleracéo progressiva e constante de no minimo de 5 rpm até no maximo 37

rpm, com uma rampa de 6 minutos entre a rotacdo minima para a maxima. O
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aparelno monitorou individualmente o desempenho de quatro animais ao
mesmo tempo, sendo que cada baia possui um sistema de deteccédo de queda
do animal através de impacto para permitir determinar o seu tempo e rotacdes
por minuto que o animal permaneceu no cilindro. Neste ensaio o0 camundongo
€ colocado sobre o cilindro, sendo necessario realizar todos os ajustes
posturais através da coordenacdo dos movimentos das quatro patas para se
manter no aparelho. Previamente os animais C57BL10, foram treinados, para
ajuste do nivel da manivela que iriamos utilizar no protocolo, pois é nossa
linhagem controle. Por trés dias consecutivos os animais foram submetidos a
uma adaptacado de aceleracao progressiva de 5 até 37 rpm (no nivel 5 da
manivela), portanto mesma aceleragdo utilizada nos experimentos. Primeira
sessdo de teste, referiu-se ao sétimo dia de tratamento, foi realizada para se
estabelecer os parametros basais para cada animal e realizar o procedimento
cirargico nos animais com lesdo (parte Il). Posteriormente foram realizadas

mais seis sessfes durante o tratamento.

3.10 Andlises estatisticas, partes I, Il e lll

Todos os dados sdo expressos como a média + erro padrao da média
(99), e P <0,05 foi considerado significativo. As analises estatisticas foram
realizadas usando GraphPad Prism (versdo 8.0.1 para Windows, GraphPad
Software, La Jolla, Califérnia, EUA). Para a imunoistoquimica e quantificacdo
de PCR, foi usada ANOVA de uma via seguida pelo teste de multiplas
comparacdes de Tukey. Para a recuperacao funcional e teste de locomocao
forcada os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo pés-
teste de Tukey ao comparar veiculo e tratado PGB, para eventuais diferencas

intergrupos.
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4. Resultados

Parte | - Pregabalina protege axénios e placas motoras do musculo tibial
cranial de camundongos MDX

4.1 Pregabalina influencia a restruturacdo do nervo periférico de

camundongos distroéficos

Apls vinte e oito dias de tratamento, a imunoistoquimica de
neurofilamentos obtida do nervo periférico de ambas as linhagens demonstra
perda significativa de marcacdo em camundongos MDX, em comparacdo com
a contraparte C57BL/10 (C57BL/10, 6.0 x 10" + 9.0 x 10°e MDX 4.1 x 10"+ 1.4
x 10°, #** n <0,001, Figura 1A-E). E importante ressaltar que o tratamento com
PGB resulta em expressdo de neurofilamentos mais intensa tanto em
C57BL/10 (C57BL/10 veiculo, 6.0 x 107 + 9.0 x 10° e C57BL/10 PGB, 6.8 x 10’
+ 6.2 x 10° ** p <0,001, Figura 1A e C) quanto em camundongos MDX (MDX
veiculo, 4.1 x 107 + 1.4 x 10° e MDX PGB, 5.7 x 10" + 8.0 x 10° **** p <0,001,
Figura 1B e D). A comparagéo entre as linhagens revelou que o PGB melhora a

rotulagem MDX, embora néo tenha atingido niveis de controle.
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Figura 1 - Imunoistoquimica anti-neurofilamento de sec¢des longitudinais do
nervo isquiatico, revelando a regulacdo positiva da marcacdo apos a
administracao de PGB. A e C - C57BL/10, B e D - MDX. E - Quantificagdo da
densidade integrada de pixels e significancia estatistica das comparacdes
intergrupos. *** p <0,001; **** p <0,0001. Média £+ SEM. Barra de escala: 50

um.



38

A imunoistoquimica com laminina indica baixa expressdo no MDX,
significativamente menor do que em camundongos C57BL/10 (C57BL/10, 1.0 x
108 + 3.2 x 10° e MDX, 5.4 x 10" + 2.2 x 10° *** p <0,001, Figura 2A-E). No
entanto, um aumento na expressao da laminina nos nervos periféricos de
camundongos MDX devido ao tratamento com PGB pode ser observado (MDX
veiculo, 5.4 x 10" + 2.2 x 10° e MDX PGB, 7.2 x 10" + 2.3 x 10° ** p <0,001,
Figura 2B, D e E).
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Figura 2 - Imunoistoquimica anti-laminina de seg¢fes longitudinais do nervo
isquiatico, revelando a regulacdo positiva da marcacao apdés a administracao
de PGB em camundongos MDX. A e C - C57BL/10, B e D - MDX. E -
Quantificagdo da densidade integrada de pixels e significancia estatistica das
comparacdes intergrupos. *** p <0,001; *** p <0,0001. Média + SEM. Barra de

escala: 50 um.
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Para investigar melhor os efeitos do PGB nas células de Schwann,
avaliamos a imunorreatividade contra a proteina S100 de ligacdo ao célcio,
observada a regulacdo positiva significativa em camundongos MDX
comparando com a linhagem controle, (MDX veiculo, 3.2 x 10’ + 1.2 x 10° e
C57BL/10 veiculo, 1.8 x 10" + 5.2 x 10° **** p <0,001) e (MDX PGB, 2.1 x 10" +
1.8 x 10° e C57BL/10 PGB, 1.3 x 10" + 7.3 x 10> *** p <0,001) Figura 3A-E.
Quando tratadas com PGB, ambas as linhagens semearam a regulacdo
negativa de S100, sendo mais significativas em camundongos MDX (C57BL/10
veiculo, 1.8 x 10”+ 5.2 x 10° e C57BL/10 PGB, 1.3 x 10" + 7.3 x 10° - * p <0,05,
Figura 3A, C e E) e (MDX veiculo 3.2 x 10" + 1.2 x 10° e MDX PGB, 2.1 x 10" +
1.8 x 10°- **** p <0,001, Figura 3B, D e E).
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Figura 3 - Imunoistoquimica anti-S100 de sec¢fes longitudinais do nervo
isquidtico, revelando a regulacédo negativa da expressao, ap0s a administracao
de PGB. A e C - C57BL/10, B e D - MDX. E - Quantificacdo da densidade
integrada de pixels e significancia estatistica das comparacdes intergrupos. * p
<0,05; **** p <0,0001. Média + SEM. Barra de escala: 50 pm.
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Além disso, o tratamento com PGB resulta na diminuicdo da expressao
de p75NTR (receptor de baixa afinidade para neurotrofinas), sendo mais
proeminente em camundongos MDX ( MDX veiculo, 2.6 x 10° + 1.5 x 10° e
MDX PGB, 1.1 x 10° + 5.7 x 10* ** p <0,001, Figura 4B, D e E), uma vez que
nos animais distréficos veiculo a imunorreatividade foi maior do que na
linhagem controle (MDX veiculo, 2.6 x 10°+ 1.5 x 10°e C57BL/10 veiculo, 1.4
x 10°+ 1.0 x 10° *** p <0,001 Figura 4B e E).
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Figura 4 - Imunoistoquimica de p75NTR (receptor de baixa afinidade pan-
neurotrofina) de sec¢des longitudinais do nervo isquiatico, revelando regulacéo
negativa de marcacéo apds administracdo de PGB em camundongos MDX. A e
C - C57BL/10, B e D - MDX. E - Quantificagédo da densidade integrada de pixels
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e significancia estatistica das comparacdes intergrupos. *** p <0,001. Média *

SEM. Barra de escala: 50 ym.

A avaliacdo das placas terminais motoras representou um déficit em
camundongos distroficos MDX em comparacdo com C57BL/10 (C57BL/10
veiculo, 46,87 £ 0,88 e MDX veiculo, 32,27 + 0,44 **** p <0,001, Figura 5E).
Importante ressaltar que o tratamento com PGB aumentou o numero de
juncdes neuromusculares na linhagem controle (C57BL/10 veiculo, 46,87 +
0,88 e C57BL/10 PGB, 53,93 + 2,05*** p <0,001, Figura 5E), sem diferenca
estatistica na linhagem MDX (veiculo, 32,27 + 0,44 e PGB, 34,40 £ 0,48, Figura
5E). Além disso, qualitativamente preservou a morfologia das placas motoras,
reduzindo suas fragmentacbes em musculos tibiais craniais de camundongos
MDX, aumentando a celularidade nos terminais nervosos, dado o Observacéao

de nucleos positivos para DAPI, em compara¢do com MDX veiculo (Figura 5D).
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Figura 5 - Receptores p0Os-singpticos de acetilcolina (coloragdo com a-
bungarotoxina) nas placas terminais motoras dos musculos tibiais craniais de
camundongos C57BL/10 e MDX. A-D - Fotos representativas de C57BL/10 e
MDX tratadas com veiculo e PGB. E — NuUmero reduzido de juncdes
neuromusculares na linhagem MDX. A PGB aumentou o numero de placas

terminais encontradas em camundongos C57BL/10 e melhorou a morfologia
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das placas terminais motoras em camundongos MDX. *** p <0,001; **** p
<0,0001. Média + SEM. Barra de escala: 25um.

4.2 Imunomodulacdo da medula espinhal retrograda de citocinas por

tratamento com PGB

Niveis de transcricdo génica de genes pro-inflamatérios paraTNF-a e
IFNy (Figura 6A e 6B), transcritos anti-inflamatorios para TGF-B (Figura 6C),
fator neurotréfico BDNF (Figura 6D) e proteina associada ao crescimento -
GAP43 (Figura 6E) foram avaliados 28 dias apds o tratamento com PGB. TNF-
a, IFNy e TGF-B mostraram um aumento significativo em C57BL/10 apds o
tratamento com PGB (* p <0,05, ** p <0,01) em comparacdo com C57BL/10
veiculo. Ao contrério, o PGB resulta na regulacao negativa dos transcritos do
gene BDNF em C57BL/10. Nesse sentido, o MDX apresentou niveis
relativamente baixos desse gene, com tendéncia de suprarregulacdo apés a
administracdo de PGB. Quanto a expressao do gene GAP43, o PGB levou a
uma regulacdo negativa significativa em camundongos C57BL/10, embora
tenha permanecido inalterada em animais MDX. Todos os dados séo

detalhados na Tabela 4.
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TNFa (A); IFNy (B); TGFB1 (C); BDNF (D) e GAP43 (D) da medula espinhal
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lombar dos camundongos sem lesdo nervosa periférica, apés 28 dias de
tratamento com PGB. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Média + SEM.
4.3 PGB modifica os niveis basais dos transcritos génicos em células de

Schwanns no nervo isquiatico

Os niveis de transcricdo da proteina bésica da mielina - MBP se
mostram regulados negativamente em camundongos MDX em comparacao
com C57BL/10, independentemente do tratamento com PGB. No entanto, a
administracdo de PGB indicou uma tendéncia de regulacéo positiva em ambos
os grupos (Figura 7A). Os niveis de transcricdo do gene S100 mostraram
regulacdo positiva significativa no grupo de controle tratado com PGB (*** p
<0,001, Figura 7B). Analise dos transcritos do gene p75NTR demonstrou que o
tratamento com PGB regulou negativamente os niveis de C57BL/10 para MDX
(*** p <0,001, Figura 7C). Os dados de quantificacdo séo detalhados na Tabela
4.
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Figura 7 - Quantificacdo relativa da expressdo de transcritos génicos da
proteina basica da mielina MBP (A), S100 (B) e p75NTR (C) no nervo isquiatico
integro, apos 28 dias de tratamento com PGB. * p <0,05; ** p <0,01; *** p
<0,001. Média + SEM.
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Tabela 4 Expressao relativa de transcritos génicos na medula espinhal e nervo

isquidtico apo6s o tratamento com PGB e lesdo nervosa periférica.

Grupos
Tecido Genes BL-Veiculo BL-PGB  MDX-Veiculo MDX-PGB
Tnfa 2.18+0.33 8.05+1.03 1.07+0.19 1.18+0.17
Ifny 0.62+0.10 212+0.16 0.70x0.11 0.47%0.13
Intumescéncia Tgff1 150+0.12 6.30+0.27 1.03+x0.13 0.790.05
lombar Gap43 1.20+0.12 037+0.04 1.03+0.14 1.00+0.30
Bdnf 4.70+1.20 0.25+0.07 0.78+0.23 2.90%0.35
Mbp 1.88+0.16 226+0.17 1.00+0.05 152+0.14
Nervos isquiaticos S100 1.40+0.18 2.87+0.17 1.0+ 0.09 1.17 £0.13
P75 157+215 227+055 1.01+£0.11 1.11+0.12

4.4 PGB melhoralocomocéo forcada em camundongos MDX

Os MDX

desempenho motor, visto pelo teste de rotarod, resultando na reducdo do

camundongos apresentaram déficit  significativo no
tempo gasto na barra rotativa em relagdo a linhagem C57BL/10 (Figura 8 e
Tabela 5). E importante ressaltar que o tratamento de camundongos MDX com
grupo PGB tendeu a reduzir ainda mais o tempo no cilindro giratério, indicando
um efeito colateral inesperado. No entanto, a partir do 21° dia de tratamento, os
camundongos MDX melhoraram e atingiram o nivel de controle de

desempenho que foi mantido até o ponto final do experimento (Figura 8).
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Figura 8 - Locomocdo forcada demonstrando o déficit motor na linhagem

distréfica MDX. Observe a adaptacdo funcional em ratos MDX a partir do 21°
dia de teste. C57BL/10 - n = 5 por grupo, MDX - n = 9 por grupo. */# p <0,05;
*Rk[HH p <0,0001. Média = SEM.

Tabela 5 Dados do teste em Rotarod apés 28 dias de tratamento com PGB.

Grupos
Ensaio Dias tratamento em BL-Veiculo BL-PGB MDX-Veiculo MDX-PGB
7 Testes
7° dia 3600 3600 310 £13 2895
10° dia 3600 3600 304 £9 288+8
140 dia 360+0 3600 336+ 10 306 + 13
Rota rod 17° dia 360+0 3600 356 + 2 326+7
21° dia 3600 3600 360+0 3600
24° dia 3600 3600 360+0 3600
28° dia 3600 3600 360+0 360+0




50

4.5 O tratamento com PGB melhora o desempenho da marcha espontanea

em camundongos MDX

O desempenho locomotor dos grupos experimentais foi avaliado pelo
teste de trilha de caminhada espontanea (sistema CatWalk). Assim, o indice
funcional do isquiatico - SFI (Figura 9), confirmou dados anteriores de que a
linhagem MDX apresenta déficit funcional em torno de 30% em relacdo aos
camundongos C57BL/10. O tratamento com PGB melhorou o SFI de modo que
em certos pontos de tempo ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre as linhagens. Isso se tornou claro no ponto final do
experimento, onde os camundongos MDX tratados com veiculo foram
significativamente piores do que os outros grupos experimentais (** p <0,01,
Tabela 6).
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Figura 9 - indice funcional isquiatico (SFI) em camundongos C57BL/10 e MDX.
Observe a melhoria geral dos camundongos MDX tratados com PGB em
comparacao com o veiculo. N = 5 por grupo. * p <0,05; ** p <0,01. Média *
SEM.
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Tabela 6 indice funcional do isquiatico - SFI durante os 28 dias de tratamento
com PGB.

Grupos

Ensaio Dias tratamento BL-Veiculo BL-PGB MDX-Veiculo MDX-PGB

5° dia -76+28 -93+18 -293+12  -195+48
8° dia -9.2+20 -13+1.8 -29.0+33  -144+27
Catwalk 15° dia -73+15 9111 -271+30 -153+16
SFI 22° dia -80+23 -80+19 -300+18  -17.2+1.9
28° dia 93+23 -12+1.7 -28.0+3.3  -13.4+24
5. Resultados
Parte Il - Pregabalina sincroniza a regeneracdo axonal apos lesdo do

nervo isquiatico do musculo tibial cranial de camundongos MDX

5.1 Pregabalina influéncia e padroniza a regeneragcdo axonal do nervo

periférico de camundongos MDX

Apos vinte e um dias de lesdo por esmagamento do nervo isquiatico e
vinte oito dias de tratamentos, a Imunoistoquimica de neurofilamentos obtida
do nervo periférico com lesdo de ambas as linhagens, descreve uma perda
significativa de marcacdo no nervo contralateral, MDX em comparacdo com o
equivalente C57BL/10 (C57BL/10 veiculo, 6.2 x 10" + 6.9 x 10> e MDX veiculo,
3.6 x 10" + 1.0 x 10° *** p <0,001, Figura 10A, B e I). Ocorrendo intensificagéo
da perda apés lesdo periférica em ipsilateral (C57BL/10 veiculo, 3.6 x 10" + 1.2
x 10° e MDX veiculo, 2.5 x 10" + 2.6 x 10° ** p <0,01, Figura 10C, D e I). E
importante ressaltar que o tratamento com PGB resulta em expressao de
neurofilamento mais intensa, tanto em C57BL/10 quanto em camundongos
MDX. Contralateral (C57BL/10 PGB, 7.3 x 10" + 1.7 x 10° * p <0,05, Figura 10E
e ) e (MDX PGB, 6.8 x 10 + 2.4 x 10° **** p <0,0001, Figura 10F e 10I). Ap6s
lesédo a intensidade aumentada de neurofilamento devido ao famaco, também
foi observada em ipsilateral de ambas linhagens (C57BL/10 PGB, 4.9 x 10’ +
1.9 x 10° ** p <0,01, Figura 10G e I) e (MDX PGB, 4.2 x 10" + 1.6 x 10° **** p
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<0,0001, Figura 10H e I). A comparacao entre as linhagens revelou que a PGB
melhora a expresséo de neurofilamentos nos MDX, atingindo niveis do controle

veiculo, nos nervos contralaterais e ipsilaterais (Figura 10F, A, H, C e I).
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Figura 10 - Imunoistoquimica anti-neurofilamento de sec¢des longitudinais do
nervo isquiatico, trés semanas ap0s 0 esmagamento, revelando a regulacdo
positiva da marcacdo apos a administracdo de PGB. A e E - C57BL/10,B e F -
MDX, contralateral. C e G - C57BL/10, D e H - MDX, Ipsilateral. | -
Quantificacdo da densidade integrada de pixels e significancia estatistica das
comparacdes intergrupos. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,0001. Média £ SEM.
Barra de escala: 50 pm.
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A imunoistoquimica com laminina indica baixa expressdo no MDX com
lesdo contralateral e ipsilateral, significativamente menor do que em
camundongos C57BL/10. Contralateral (C57BL/10 veiculo, 9.1 x 10" + 1.9 x 10°
e MDX veiculo, 5.3 x 10’ + 2.5 x 10° *** p <0,001, Figura 11A, B e I) e
ipsilateral (C57BL/10 veiculo, 1.5 x 10% + 2.8 x 10° e MDX veiculo, 8.5 x 10" +
4.7 x 10° **** p <0,001, Figura 11C, D e I). No entanto, o tratamento com PGB,
aumentou a expressdo de laminina nos nervos periféricos de camundongos
MDX, contralateral (MDX PGB, 8.0 x 10" + 3.9 x 10° ** p <0,01, Figura 11F e I)
e ipsilateral ( MDX PGB,1.1 x 10® + 3.6 x 10° ** p <0,01, Figura 11H e 1),
demonstrando que a expresséo de laminina no nervo lesionado MDX PGB, foi
significativamente maior do que em contralateral MDX PGB ( ipsilateral, 1.1 x
108 + 3.6 x 10° e contralateral, 8.0 x 10 + 3.9 x 10° **** p <0,0001, Figura 11H,
Fel.
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Figura 11 - Imunoistoquimica anti-laminina de secdes longitudinais do nervo
isquiatico, trés semanas apds o esmagamento, revelando a regulagdo positiva
da marcacdo apdés administracdo de PGB em camundongos MDX, B e F -
MDX, contralateral. D e H - MDX, Ipsilateral. |1 - Quantificacdo da densidade
integrada de pixels e significancia estatistica das comparacdes intergrupos. ** p
<0,01; **** p <0,0001. Média £ SEM. Barra de escala: 50 pm.
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Para investigar melhor os efeitos da PGB nas células de Schwann pro-
mielinizantes, apds leséo periférica, avaliamos a imunorreatividade contra a
proteina S100 de ligagdo ao calcio, observada sobre a regulagdo positiva em
camundongos MDX com lesdo nervosa periférica, contralateral (MDX veiculo,
3.5 x 10"+ 1.1 x 10° e C57BL/10 veiculo, 2.1 x 107 + 9.9 x 10° **p <0,01 Figura
12B, A e 1) e ipsilateral (MDX veiculo, 6.7 x 10" + 4.1 x 10° e C57BL/10 veiculo,
4.5 x 107 + 2.6 x 10° **** p <0,0001 Figura 12D e I). Quando tratadas com PGB,
ambas as linhagens semearam a regulacdo negativa de S100, sendo mais
significativas em camundongos MDX, em nervo contralateral (MDX PGB, 2.2 x
107 + 1.8 x 10° ** p <0,01, Figura 12F e |) e ipsilateral (C57BL/10 PGB, 2.2 x
107 + 1.5 x 10° **** p <0,0001, Figura 12G e | e MDX PGB, 3.1 x 10" # 1.3 x 10°
****% p <0,0001, Figura 12H e ). Podemos observar que a PGB em
camundongos MDX ipsilateral induziu menor expressdo de S100 do que na
linhagem C57BL/10 ipsilateral veiculo (MDX PGB, 3.1 x 10" + 1.3 x 10° e
C57BL/10 veiculo, 4.5 x 10" + 2.6 x 10° ** p <0,01 Figura 12H, C e I).
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Figura 12 - Imunoistoquimica anti-S100 de secdes longitudinais do nervo
isquidtico, trés semanas apés o esmagamento, revelando a regulacdo negativa
da expressdo, apdés administracdo de PGB. A e E - C57BL/10, B e F - MDX,
contralateral. C e G - C57BL/10, D e H - MDX, Ipsilateral. | - Quantificagdo da
densidade integrada de pixels e significancia estatistica das comparacdes
intergrupos. ** p <0,01; **** p <0,0001. Média + SEM. Barra de escala: 50 ym.
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Além disso, o tratamento com PGB resultou na diminuicdo da expressao
de p75NTR (receptor de baixa afinidade para neurotrofinas), vinte e um dia
apos lesdo nervosa, em ambas as linhagens, camundongos MDX (
contralateral PGB, 1.2 x 10° + 3.8 x 10* * p <0,05, Figura 13F e I),
camundongos C57BL/10 (ipsilateral PGB, 6.0 x 10° + 1.4 x 10° * p <0,05,
Figura 13G e ) e sendo mais proeminente em MDX (ipsilateral PGB, 6.2 x 10°
+ 1.4 x 10° #*** n <0,0001, Figura 13H e 1), uma vez que nos animais distréficos
veiculo a imunorreatividade foi maior do que na contraparte PGB (MDX veiculo
contralateral 2.8 x 10°+ 5.9 x 10* * p <0,05, Figura 13B e | e ipsilateral veiculo
1.6 x 10" + 7.7 x 10° **** p <0,0001, Figura 13D e 1). Notamos que apds lesdo
na linhagem distréfica, a PGB reduziu a expressdo de receptores de baixa
afinidade, abaixo da linhagem controle veiculo (MDX PGB ipsilateral, 6.2 x 10°
+ 1.4 x 10° e C57BL/10 veiculo ipsilateral, 8.8 x 10°% + 2.7 x 10° **** p <0,0001,
Figura 13H, C e I).
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Figura 13 - Imunoistoquimica de p75NTR (receptor de baixa afinidade para

neurotrofinas) de se¢des longitudinais do nervo isquiético, trés semanas apos o

esmagamento, revelando regulacdo negativa de marcacdo ap0s administracao
de PGB em camundongos C57BL/10 e MDX. A e E - C57BL/10, B e F - MDX,
contralateral. C e G - C57BL/10, D e H - MDX, Ipsilateral. E - Quantificacdo da
densidade integrada de pixels e significancia estatistica das comparacdes

intergrupos. *p <0,05; **** p <0,0001. Média £+ SEM. Barra de escala: 50 ym.
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A avaliacdo das placas motoras representou um déficit em
camundongos distréficos MDX confirmado em grupos sem leséo e agora apos
lesdo nervosa, em comparacdo com C57BL/10 contralateral ( C57BL/10
veiculo, 48,13 + 0,40 e MDX veiculo, 32,07 £ 0,44 **** p <0,0001, Figura 14l) e
ipsilateral ( C57BL/10 veiculo, 51,47 + 0,83 e MDX veiculo, 25,40 + 0,97 **** p
<0,0001, Figura 14l). Porém € importante observar que o tratamento com PGB
associado a regeneracao axonal apos lesdo, aumentou o numero de juncdes
neuromusculares na linhagem controle C57BL/10 contralateral (C57BL/10
PGB, 56,80 £ 1,07 **** p <0,001, Figura 14l). E na linhagem distréfica MDX,
contralateral (MDX PGB, 34,40 + 0,16 * p <0,05, Figura 14l) e ipsilateral (MDX
PGB, 29,86 + 0,22 *** p <0,001, Figura 14I). Além disso, também preservou a
morfologia das placas motoras reduzindo a fragmentacdo e area de contato
com a fibra muscular, comparando com MDX veiculo (Figura 14F e B; 14H e D;
dados nao quantificados), aumentando a celularidade nos terminais nervosos,

dado a observacéo de nuacleos positivos para DAPI (Figura 14F e B; 14H e D).
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Figura 14 - Receptores pés-sinapticos de acetilcolina (coloracdo com a-
bungarotoxina) nas placas terminais motoras dos musculos tibiais craniais de
camundongos C57BL/10 e MDX, trés semanas apés o esmagamento. A e E -
C57BL/10, B e F - MDX, contralateral. C e G - C57BL/10, D e H - MDX,
Ipsilateral. | - Numero reduzido de jungbes neuromusculares na linhagem MDX
tratada veiculo. Porém a PGB aumentou o numero de placas terminais
encontradas em camundongos C57BL/10 e MDX melhorando a morfologia das
placas terminais motoras destes camundongos distréficos. * p <0,05; *** p
<0,001; **** p <0,0001. Média + SEM. Barra de escala: 25um.
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5.2 PGB modificam niveis basais dos transcritos génicos de células de

Schwann no nervo isquiatico em regeneracdo apoés lesao periférica

Os niveis de transcricdo da proteina basica da mielina - MBP foram
regulados positivamente em camundongos C57BL/10 e MDX apds tratamento
com PGB e lesédo periférica (C57BL/10 * p <0,05, Figura 15A e MDX *** p
<0,001, Figura 15A). Além disso, as células de Schwann dos camundongos
MDX tratados com PGB aumentaram os transcritos MPB apds leséo,
transpondo da linhagem controle veiculo (*** p <0,001, Figura 15A). Os niveis
de transcricdo do gene S100 foram regulados negativamente em camundongos
MDX em comparagdo com C57BL/10 (* p <0,05, Figura 15B). E mostraram
regulacdo positiva significativa no grupo MDX tratado com PGB (** p <0,01,
Figura 15B). A andlise dos transcritos do gene p75NTR demonstrou que o
tratamento com PGB regulou positivamente os niveis em MDX, (*** p <0,001,
Figura 15C) apo6s lesdo nervosa, ultrapassando os niveis também da linhagem

controle veiculo (*** p <0,001, Figura 15C). Os dados de quantificacdo séo
detalhados na Tabela 7.

Mbp $100

w
1
)
1

N
h
w
1

*k
*

(g |

BL BL MDX MDX BL BL MDX MDX

-
1
N
N

Expressio Relativa (22°%) >

Expressio Relativa (2722 w

o
o

P75

(9]

- N
0 =
]
*
*
*

M Veiculo
M PGB - 30mg/Kg

o
1

U
N
h

Expressao Relativa (2°4%)

S W o o
T 1 1 I

BL BL MDX MDX

Figura 15 - Quantificacdo relativa da expressdo de transcritos génicos da
proteina basica da mielina Mbp (A), S100 (B) e P75"™® (C) no nervo isquiatico,
trés semanas ap0s 0 esmagamento e tratamento com PGB, iniciando uma

semana antes da leséo. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Média + SEM.
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Tabela 7 Expresséo relativa de transcritos génicos no nervo isquiatico apos o

tratamento com PGB e lesé@o nervosa periférica.

Grupos

Tecido Genes BL-Veiculo BL-PGB MDX-Veiculo MDX-PGB

Mbp 0.51+0.02 0.80+0.05 0.24+0.00 1.57 £ 0.09
Nervos isquiaticos S100 0.99+0.09 1.07+0.17 0.39%0.02 1.23+0.14

Ipsilaterais P75 268+0.21 4.01+051 354+0.48 9.17+0.74

5.3 Tratamentos com PGB pode ser associado ao crescimento axonal

apoés lesdo e melhora o desempenho da marcha em camundongos MDX

Os camundongos MDX possuem déficit significativo no desempenho
motor, com nervos periféricos integros (Figura 8) ou visto no sétimo dia de
tratamento que antecede a lesdo e todos os dias de testes apds (Figura 16),
relatado através de locomoc¢do forcada pelo teste do rotarod, reduzindo o
tempo gasto na barra rotativa em relagdo ao C57BL/10 veiculo (** p <0,01, 7°
dia; *** p <0,001, 14°; **** p <0,0001, 17°; ** p <0,01, 21°; * p <0,05, 24° e 25°
dia, Fig. 16, Tabela 8). Porém € importante ressaltar que camundongos
distréficos e com axbnios em regeneracdo apds lesdo nervosa periférica,
quando tratados com PGB, notadamente aumentaram o tempo de permanéncia
no cilindro giratorio. Isso pode ser confirmado no 17° dia de tratamento com
PGB, e 10° dia, apos lesdo nervosa periférica (**** p <0,0001, Figura 16), sem
diferengas estatisticas e atingindo o nivel de C57BL/10, veiculo e PGB de

performance no 28° dia.
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Lesionado

v+« BL-Veiculo %
--- BL-PREG #
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150-—
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Dias de tratamento

Figura 16 - Locomocgéo forgcada demonstrando o déficit motor na linhagem

distréfica MDX, aumentada apds esmagamento do nervo isquiatico. Observe a

melhora funcional com tratamento PGB, no 17° dia de teste e subsequente

adaptacdo dos camundongos MDX. C57BL/10 - n = 5 por grupo, MDX - n =9
por grupo. ** p <0,05; ** p <0,01; ***p <0,001; ****## n <0 0001. Média +

SEM.

Tabela 8 - Dados do teste do Rotarod, 21 dias apoés leséo

tratamento com PGB em camundongos controles e distroficos.

e 28 dias de

Grupos
Ensaio Dias tratamento em BL-Veiculo BL-PGB MDX-Veiculo MDX-PGB
7 Testes
7° dia 3600 3600 279,5+ 26,47 298,1+14,71
10° dia 268,1+11,31 294,9+21,06 248,7+20,41 270,7+10,76
14° dia 287,6+4,65 3129+1269 1834+10,98 221,3+17,70
Rota rod 17° dia 305,1 + 4,97 358+0,51 165,5+5,28 2585+ 15,37
21° dia 311,4+2,72 353,4+347 234,2+16,2 283,6+ 18,08
24° dia 3600 3600 293,2+18,25 297,5+22,01
28° dia 360+ 0 360+0 303,5+22,17 343,2+8,71
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5.4 Tratamentos com PGB pode ser associado a fatores neurais pro-
regenerativos e induzem melhora no desempenho da marcha esponténea
em camundongos MDX

O desempenho locomotor dos grupos experimentais com leséo nervosa
periférica, também foi avaliado pelo teste de trilha de caminhada espontanea
(sistema CatWalk). Assim, o indice funcional do isquiatico - SFI (Figura 17),
confirmou dados anteriores do grupo sem lesédo (Figura 9) de que a linhagem
MDX apresenta déficit funcional em relacdo aos camundongos C57BL/10, (*** p
<0,001, Figura 17, Tabela 9), devido aos constantes ciclos de degeneracao e
regeneracao das fibras musculares e potencializada com a lesdo no nervo por
esmagamento. Porém no pré-tratamento, ou seja, antes da lesdo a PGB ja
demonstrou melhora no SFI, de camundongos MDX, (** p <0,01, 5° dia de
tratamento, Figura 17) influenciando rapidamente a recuperacdo funcional,
observada pela ascensao da curva a partir do segundo dia apés lesdo (9° dia
de tratamento) de modo que em certos pontos de tempo foi observado
diferencas estatisticamente significativas comparando com MDX veiculo,
principalmente do 16° até o 19° e 22° dia de tratamento (** p <0,01; * p <0,05,
Figura 17, 7° semana de vida). Atingindo o nivel de caminhada espontanea dos
grupos C57BL/10 veiculo e PGB, em varios testes consecutivos e no 28° dia de
tratamento e ponto final do experimento, onde os camundongos MDX tratados
com veiculo foram significativamente piores do que 0S outros grupos

experimentais (** p <0,01, Tabela 9).
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Figura 17 - Indice funcional isquiatico (SFI) em camundongos C57BL/10 e
MDX. Observe a melhora geral dos camundongos MDX tratados com PGB
apos lesdo nervosa periférica, na sexta semana de vida. Principalmente na 72
semana de vida em compara¢do com o veiculo (*Veiculo e # PGB). N = 5 por
grupo. *p <0,05; " p <0,01; ***p <0,001. Média + SEM.

Tabela 9 - indice funcional do isquiatico - SFI ap6s 21 dias de les&o e durante

0s 28 dias de tratamento com PGB.

Grupos

Ensaio  Dias tratamento BL-Veiculo BL-PGB MDX-Veiculo MDX-PGB
5¢ dia -8,28 + 1,47 -8,71+251 -31,7+18 -12,72+5,11

8° dia -100 £ 0.0 -100 £ 0.0 -100 £ 0.0 -100 £ 0.0
15° dia* -36,99+7,78 -26,16+3,51 -46,95+1,90 -34,64+5,52
indice 16° dia* -29.21 £ 5.56 -23.91+£525 -5427+398 -27.41+5.75
Funcional 17° dia* -19.87+1.91 -16.91+4.65 -42.09+3.29 -20.4 £5.06
Isquiatico 18° dia* -18.32 £ 4.07 -12.14+£7.04 -53.61+4.35 -25.29+6.25
19° dia* -14 + 2.06 -21.42+£395 -4159+336 -20.17+4.15
22¢° dia* -1452+450 -11,26+2,05 -30,0+2,82 -17,63%4,70
28° dia -13,45 + 1,65 -852+1.65 -30,82+4,40 -20,04=*4,67

* Referente a 72 semana de vida
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6. Resultados

Parte Ill - Pregabalina melhora a mielinizagcédo, otimizando a regeneracéao
axonal ap6s lesdo do nervo isquiético, influenciando positivamente o

musculo tibial cranial em camundongos MDX.

6.1 Pregabalina influencia mielinizacdo axonal no nervo periférico de

camundongos MDX e controle.

Figura 18, mostra as imagens de cortes semifinos de nervo contralateral
e ipsilateral vinte e um dia apos a lesdo por esmagamento, demonstrando que
area do nervo contralateral MDX tratado com PGB € maior em comparacao
com o grupo controle C57BL/10-PGB (MDX 8 x 10*+ 2 x 10* ym?; C57BL/10 6
x 10*+ 4 x 10° um?, *p <0,05, Figura 18e 18I) e tendéncia em aumentar a area
do nervo em MDX-PGB, apods lesdo, comparando com grupo controle veiculo
ipsilateral, ( MDX 10 x 10* + 2 x 10% ym?; C57BL/10, 7 x 10* + 3 x 10° ym?
Figura 18H e 18J). Para relacionar a area ao numero de axénios, calculamos o
nimero médio de ax6nios regenerados por 100.000 ym? (Figura 18K-L). Essa
propor¢cao deu que a linhagem MDX contralateral, ambos tratamentos veiculo e
PGB, possui menor numero de fibras mielinicas em comparacdo com a
linhagem controle (veiculo MDX, 744 + 16 axdnios/100.000 pm?; C57BL/10,
854 + 13 *p <0,05, Figura 18B-A e 18K; PGB MDX, 795 + 34; C57BL/10, 1109
+ 33 ****p <0,0001, Figura 18F-E e 18K). E na linhagem controle contralateral
tratado com PGB mostrou aumento do numero de fibras mielinicas em
comparacao com veiculo (PGB, 1109 + 33; veiculo, 854 + 13 ****p <0,0001,
Figura 18E-A e 18K). Ocorrendo também reducdo do numero de fibras
mielinicas entre a linhagem MDX comparando com C57BL/10, apés lesdo em
ipsilateral veiculo (MDX, 545 + 92; C57BL/10, 1044 + 49 **p <0,01, Figura 18D-
C e 18L). Porém, quando tratamos os camundongos MDX com PGB a reducédo
foi menor em relagdo a linhagem controle veiculo (MDX, 662 + 62; C57BL/10,
1044 £ 49 *p <0,05, Figura 18H-C e 18L).
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Figura 18 — Vistas ampliadas e panoramicas de seccbes transversais dos
nervos de camundongos C57BL/10 e MDX, contralaterais (A e B, veiculos); (E
e F, PGB) e regenerados, ipsilaterais (C e D, veiculos) e (G e H, PGB). Barra
de escala: 100pm e 25pm. Graficos representando em contralaterais (I) e

ipsilaterais (J) a area total dos nervos em pm?. E gréficos contralaterais (K) e
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ipsilaterais (L), apresentando estimativa do numero de fibras mielinicas em
100.000 um?. * p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,0001. Média + SEM.

6.2 Analises morfométricas da espessura da bainha de mielina dos

axonios

Os nervos contralaterais apresentaram fibras nervosas com espessura
da bainha de mielina (EM) variando entre 0,0 e 4,0 um com média de 1.30 +
0.20 ym C57BL10 veiculo, 1.21 £ 0.06 ym C57BL10 PGB, 1.34 + 0.10 ym MDX
veiculo e 1.39 £+ 0.05 ym MDX PGB. A curva de distribuicdo de (EM), dos
nervos contralaterais, mostra maiores percentuais de fibras estavam nos
intervalos de 0,4 a 1,8 ym, total de (88%) das fibras em controle veiculo e
controle PGB, 0,4 a 1,8 ym, (93%). Figura 19A e 19C. Em MDX veiculo, 0,6 a
2,0 ym, (88%) e MDX-PGB, 0,6 a 2,0 um, (88%). Figura 19E e 19G. Vinte e um
dia apoOs lesdo nervosa periférica, axonios regenerados foram apresentados
com (EM) variando entre 0,0 a 4,0 ym. Com (EM) média de (0,90 = 0,05 pm)
em nervos ipsilaterais, controle veiculo, com curva de distribuicdo de maiores
percentuais de fibras nervosas em intervalos de 0,4 a 1,2 ym, (77%). Figura
19B. Média de (1,09 + 0,33 um) em ipsilaterais controle PGB, com maiores
percentuais de intervalos de 0,4 a 1,2 uym, (70%). Figura 19. Agora, nervos de
camundongos MDX ipsilaterais veiculo ficaram com a média de (1,18 + 0,20
pgm), com percentuais maiores em 0,4 a 1,4 ym, (73%). Figura 19F. E MDX-
PGB, com média de (0,92 £ 0,28 um), e maiores percentuais entre 0,4 a 1,2

pMm, (81%) com énfase na porcentagem da (EM) de 0,6 pym, (25%). Figura 19H.
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Figura 19 - Distribuicdo de frequéncia da espessura da bainha de mielina de
fibras nervosas dos nervos contralateral (A,C,E,G) e ipsilateral (B,D,F,H) em
diferentes grupos experimentais. Média £ SEM.
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6.3 Anélises morfométricas da frequéncia geral da espessura da mielina

Qualitativamente, a distribuicdo de frequéncia geral da espessura da
bainha de mielina em camundongos MDX, apresentou mais préxima do grupo
controle contralateral, independente do tratamento, apesar de que, a frequéncia
de fibras maiores tenha sido reduzida devido a lesdo periférica mostrado em
ipsilateral, exceto MDX-PGB, pelo qual, a razédo “g” (razdo do diametro axonal
para o didametro da fibra), utilizado como um indice de mielinizacdo ideal,
mostrou que o tratamento com PGB, resulta em maior niumero de axdnios
maiores, 0,8 um de (RG) em animais distréficos comparando com 0s outros
grupos contra e ipsilateral (Figura 20). Além da auséncia de proeminéncia
encontrada exclusivamente em ipsilateral MDX veiculo, em intervalos entre 0,2

- 0,6 de razdo g, como destacado em (F e H, Figura 20).
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Figura 20 - Distribuicdo de frequéncia do didmetro dos axdnios e razéo “g
(razdo do didametro axonal pelo diametro da fibra) de cortes transversais dos
nervos contralateral (A,C,E,G) e ipsilateral (B,D,F,H) em diferentes grupos
experimentais. Observamos em (F e H), entre 0,2 - 0,6 de razdo g, MDX

tratado com PGB, demonstrando auséncia da proeminéncia neste intervalo.
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7. Discussao

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doenca que causa
degeneracdo muscular progressiva, induzida por deficiéncia genética da
proteina distrofina (118). Em animais jovens, o pico da doenca € visto em torno
de 6-8 semanas de vida, quando as miofibrilas dos musculos dos membros
pélvicos, em camundongos distroficos MDX, mostram degeneragédo
generalizada, inflamagé&o cronica, combinada com ciclos de regeneracéo (119).
Ressalte-se que, durante a degeneracdo e regeneracdo das miofibras, a
comunicacdo bidirecional entre o axdnio motor e as fibras musculares é
prejudicada devido a fragmentagcdo da placa motora. Por sua vez, as juncdes
neuromusculares séo afetadas e o terminal axonal entra em um ciclo de
degeneracao/regeneracao (120). Além disso, também ocorre reducdo da area
ativa dos terminais pré-sindpticos em associagdo com a membrana pos-
sindptica, resultando no declinio da contratilidade muscular (121, 122).

Estudos anteriores em nosso laboratério mostraram que as alteractes
neuromusculares afetam retrogradamente o microambiente do sistema nervoso
periférico. Assim, encontramos axodnios mielinizados aberrantes no nervo
isquiatico de camundongos MDX de 8 semanas, juntamente com sinais de
hipomielinizagdo (75, 123). E importante ressaltar que neurbnios de
camundongos distréficos apresentam alteracdes no desenvolvimento de
axbnios e rede sinaptica no sistema nervoso central. Estudos mostram que a
gravidade da DMD néo se restringe ao componente muscular, mas também
afeta o sistema nervoso central e periférico (85, 111, 124-127). A esse respeito,
dados anteriores mostraram destacamento sindptico mais intenso e diminuicédo
significativa na expressdo de sinaptofisina em motoneurdnios alfa da medula
espinhal de camundongos MDX. lIsso foi interpretado como reducéo da
atividade sinaptica, conectada com aumento da astrogliose reativa e da reacao
microglial (123).

Os presentes resultados sobre a morfologia do nervo isquiatico
demonstram imunoistoquimica significativamente reduzida anti-neurofilamento.
Tal proteina estrutural contribui para a citoarquitetura do axoénio e serve de
arcabouco para o transporte de metabodlitos e moléculas nas direcbes

retrograda e anterégrada, sendo que a regulacdo negativa observada indica



73

uma condicdo patolégica em camundongos MDX comparativamente a
linhagem C57BL/10, em linha com dados anteriores (75). Em consonancia com
iISso, a diminuicdo da expressdo da laminina tem sido relacionada a
neuropatias periféricas, contribuindo para o déficit na conducdo nervosa,
principalmente em humanos e animais MDX (15, 16, 40, 74).

O tratamento com PGB resultou em expressao de neurofilamento mais
intensa em C57BL/10 e MDX, sugerindo brotamento axonal e formagdo mais
organizada de cones de crescimento, que por sua vez aumentaram 0S
mecanismos de reparo, mielinizacdo e ganho de funcéo, especialmente em
camundongos MDX (127, 128). lgualmente, a expressdo aumentada de
laminina em animais distroficos, proteina da matriz extracelular que da suporte
as fibras mielinizadas (127, 128), indica efeito positivo do tratamento sobre as
células de Schwann.

E importante notar que a administragdo de PGB resulta na regulagéo
negativa da proteina de ligacdo ao célcio S100 em camundongos distroficos
jovens. Isso estd de acordo com dados anteriores da literatura (15, 16),
indicando uma melhora no metabolismo das células de Schwann, sendo mais
significativa em camundongos MDX. Essa possivel reducao do influxo de célcio
pelo tratamento com PGB resultou na diminuigdo de p75NTR, um pan receptor
de neurotrofinas. Isso foi significativamente mais proeminente em
camundongos MDX, o que reforca a degeneracéo diminuida do axénio. Dados
compativeis com a presente pesquisa foram realizados em nosso laboratorio
mostrando que o aumento da expressao de p75NTR em nervos isquiaticos de
animais MDX est& associado a processos degenerativos (75, 127). Um achado
importante do presente trabalho é que a administracdo de PGB preservou a
morfologia das placas motoras em camundongos MDX, aumentando o nimero
e a celularidade nas terminacdes nervosas, dada a observacdo de nudcleos
DAPI positivos. Isso pode indicar uma resposta reparadora do neurénio e das
células de Schwann, como brotamento axonal em direcdo as fibras musculares
regeneradas, contribuindo para a manutencdo das jungdes neuromusculares
funcionais (129, 130). Aléem disso, a PGB néo alterou a expressdo do gene
GAP43 em animais MDX e mostrou niveis relativamente baixos de transcricao

do gene BDNF, reforcando a homeostase aumentada (131, 132). O aumento
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significativo de TNF-a, IFNy e TGF-B em animais C57BL/10, entretanto,
apontam para possiveis efeitos colaterais da droga em animais normais (133,
134).

Em linha com o acima discutido, os niveis de transcritos génicos,
também dos nervos periféricos, como a proteina basica da mielina — MBP, se
mostraram regulados negativamente em camundongos MDX em comparagao
com C57BL/10, na auséncia de tratamento com PGB. No entanto, a
administracdo de PGB indicou uma tendéncia de regulacéo positiva em ambos
0s grupos. Por sua vez, a regulacéo positiva da transcricdo do gene para S100
nos forneceu evidéncias de possiveis influéncias homeostaticas da PGB em
reduzir o influxo de calcio, no metabolismo das células de Schwann. Tal fato
contribui, possivelmente, para a homeostase do microambiente do nervo
periférico de camundongos C57BL/10, influenciando o contato axonal e
maturacdo dos mecanismos de mielinizacado (133, 134). Tais resultados se
associaram a regulacdo negativa dos transcritos do gene p75NTR, indicando
gue a PGB acelerou a maturacédo dos nervos em ambas as linhagens, uma vez
gue a transcri¢do elevada de p75NTR esta relacionada com neurodegeneracéo
(135-137).

Digno de nota destaca-se a auséncia de correlacdo direta entre 0s
resultados da imunoistoquimica e do RT-PCR, em relagdo ao S100 e ao
p75NTR, indicando que o perfil de expressdo génica é significativamente
diferente dos niveis proteicos. Assim, € possivel que mecanismos
intermediarios ocorram entre a expressdo do mRNA e a traducdo da proteina.
Uma vez que ndo investigamos tais eventos, mais estudos serdo necessarios
para compreender tais achados. No entanto, os dados de imunoistoquimica se
correlacionaram melhor com o comportamento homélogo, reforcando que a
PGB produz expressao de proteinas-chave e proxima a funcdo motora normal.

Nossos resultados confirmaram que camundongos MDX possuem déficit
significativo no desempenho motor, conforme visto pelo teste de locomocéo
forgcada no rotarod, que foi momentaneamente agravado pela administracao de
PGB. Esse efeito colateral, por um lado, era esperado devido a tontura e
sonoléncia relacionadas aos analogos da gabapentina. Por outro lado, a

prostracdo em camundongos MDX pode ser mioprotetora, evitando o
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agravamento da fragmentacdo da placa motora, como visto ha marcacéo de
alfa-bungarotoxina (138, 139). Apesar disso, os animais MDX demonstraram
adaptacdo funcional ao treinamento forcado apdés a terceira sessdo de
treinamento, atingindo niveis de controle a partir do 21° dia de tratamento.

O desempenho locomotor medido pelo teste de trilha de caminhada
(sistema CatWalk), confirmou que a linhagem MDX apresenta déficit de marcha
(75, 127). E importante ressaltar que o tratamento com PGB melhorou a funcio
motora, resultando em um padrdo de deambulacdo mais regular em
camundongos MDX, de modo que, em certos casos, nenhuma diferenca
estatistica foi observada entre as linhagens. Isso ficou claro no ponto final do
experimento, onde camundongos MDX, tratados com veiculo, foram
significativamente piores do que 0SS outros gQrupos experimentais,
possivelmente devido a fase aguda bem estabelecida dos ciclos de
degeneragédo muscular (85, 140-142).

Diante dos resultados apresentados na parte | do presente trabalho,
demonstramos que a PGB induz efeitos benéficos ao microambiente axonal
periférico e sobre as células de Schwann. Em sequéncia, implementamos as
partes Il e Ill da proposta experimental, introduzindo a axotomia periférica.
Assim, a possibilidade de realizarmos lesé&o do nervo isquiético para maximizar
0 quadro clinico do camundongo MDX se justifica no sentido de sincronizar a
desnervacdo muscular, em analogia aos déficits motores em pacientes DMD.
Para melhor elucidarmos os efeitos da PGB, em sincronizar a retracdo e
regeneracao axonal com a regeneragdo das fibras musculares, optamos pelo
esmagamento do nervo isquiatico, que permite regeneracdo espontanea e
relativamente rapida em animais normais. Como relatado em estudo anterior,
pela mesma técnica de lesdo, tratamento farmacoldgico e dose. Isto €, por
esmagamento de nervo isquiatico e PGB, 30mg/Kg/dia, demonstrando
regeneracao nervosa periférica e melhora no (SFI), apés 28 dias da lesao
(143). Esta abordagem permitiu avaliar se o tratamento com PGB acelera
respostas fisiolégicas do sistema nervoso de camundongos MDX, mesmo na
presenca de ciclos de desnervacéo e reinervacao muscular.

Nosso estudo enfocou em analises de nervos isquiaticos das linhagens

MDX e C57BL/10, apés vinte e oito dias de tratamento com PGB e vinte e um
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dias apos lesédo nervosa periférica por esmagamento do nervo. Inicialmente,
atravées da imunoistoquimica de neurofilamentos, observamos perda
significativa de marcagdo no nervo contralateral MDX em comparagdo com o
equivalente C57BL/10. Além disso, intensificamos essa perda, apds leséo
periférica em ipsilateral, reforcando resultados anteriores (75). No entanto, o
tratamento com PGB atuando na reducdo do influxo de célcio, interrompeu a
perda e aumentou a expressao de neurofilamentos. Tal fato, limitou a
degeneracédo e fortaleceu o citoesqueleto axonal, em razdo do aumento de
calcio, participar da ruptura de neurofilamentos e microtibulos axonais (144),
melhorando a protegao e regeneragédo das fibras nervosas no micoambiente
dos nervos contralaterais e principalmente ipsilaterais, tanto em C57BL/10,
como em camundongos MDX. Visto que, podemos observar neurofilamentos
atingindo niveis de expressdao da linhagem controle veiculo, em axdnios
alinhados, reorganizados e direcionados, exibindo assim, regeneragéo
satisfatoria em busca das placas motoras das fibras musculares.

Além disso, sugerimos que essa modulacdo pela PGB, possa estar
auxiliando os neurdnios adaptados aos excessos deste ion nos processos de
desnervacédo e inervacdo aleatéria e lenta em camundongos MDX. Para uma
melhor resposta, apds outra lesdo axonal, porém homogénea, induzida pelo
esmagamento. Protegendo o microambiente, atraveés da reducdo de atividade
glial e cromatodlise exacerbadas, melhorando e acelerando a homeostase pro-
regenerativa. Com eficiéncia na reconstituicdo dos filamentos intermediarios
dos axonios, devido o suporte neuro-filamentar eficiente, como visto em nossos
resultados no tratamento com PGB. Otimizando o brotamento axonal e a
formacdo organizada de cones de crescimento, dentro dos envoltorios,
constituidos por CS.

Por sua vez, outras moléculas estdo envolvidas no processo de
regeneracao de fibras nervosas, como a proteina laminina das CS, na matriz
extracelular, que auxiliam na orientagéo, prolongamento e mielinizagdo axonal
(74) e sua diminuicdo ou delecdo, desencadeia reducao da proliferacdo e/ou
aumento da apoptose de CS, resultando em falhas na regeneragdo axonal,
desmielinizacdo, hipomielinizacdo, mielinizagdo anormal e reducdo da

condugdo nervosa, em humanos e animais distroficos (48, 145-151). Esta
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diminuicao de laminina, foi observada nos nervos contralaterais e ipsilaterais da
linhagem MDX, comparando com camundongos controles. Compativeis com a
literatura que demonstra deficiéncia na sintese de laminina em nervos
isquiaticos de camundongos MDX (15, 16, 74, 152). De modo a reduzir esses
danos, a PGB, aumentou a expressao da laminina nos nervos periféricos de
camundongos MDX, contralaterais e principalmente ipsilaterais, superando a
expresséo do nervo contralateral. Efeitos benéficos, demonstrando que a PGB,
atua na atividade metabdlica pro-mielinizante das CS, dos animais distroficos.
Uma vez que, camundongos knockout para laminina y1 demonstram apoptose
de CS e reducao da mielinizagdo axonal periférica (48, 153).

Na intencdo de investigar e compreender os efeitos da PGB nas CS pro-
mielinizantes, apds lesdo periférica, avaliamos a imunorreatividade contra a
proteina S100 beta de ligacdo ao calcio. Esta foi regulada positivamente em
nervos de camundongos MDX, contralateral e ipsilateral em relagéo a linhagem
controle, indicando disturbios nas atividades das CS e/ou em maior numero,
associados ao brotamento e ramificacbes em JNM distroficas e acumulo de
proteinas devido autofagia prejudicada (15). Porém, em relatos da literatura,
espera-se essa maior atividade e proliferacdo na primeira semana apos lesao,
principalmente nas primeiras 48h (154, 155). Nesse contexto, 0s animais
tratados com PGB, tiveram regulacdo negativa da proteina S100, responsiva,
por aumentar concentragdes intracelulares de calcio livre em células gliais e
neuronais (156), sendo mais significativa a diminuicdo em camundongos MDX
ipsilaterais, em comparacdo com a linhagem controle veiculo no nervo
ipsilateral. Sugerindo que a PGB, esteja conduzindo, melhor adaptacao
homeostética das CS, no microambiente retrogradamente distréfico e apés
les@o nervosa periférica.

Desta forma, as CS sob os efeitos do farmaco, reduziu a expressao de
p75"TR (receptor de baixa afinidade para neurotrofinas), vinte e um dia apds
lesdo, em nervos MDX contralaterais e ipsilaterais de ambas linhagens,
mostrando-se mais proeminente essa reducao no nervo MDX ipsilateral, abaixo
da linhagem controle veiculo, sugerindo a fase de finalizacdo do processo de
mielinizagdo. Em contraste, os nervos MDX veiculo contra e ipsilaterais, a

imunorreatividade foi maior, do que na contraparte PGB. Indicando que as
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células de Schwann no nervo distréfico em regeneracéo estdo funcionalmente
ativas, expressando receptores p75"'% (157). Semelhantemente a dados
achados e relatados anteriormente em nosso laboratério (75), no qual,
demonstraram uma atividade mais prolongada das CS, em camundongos
MDX, em relacdo aos camundongos C57BL/10. Indicando uma resposta
regenerativa mais lenta nesses camundongos devido a mielinogénese axonal
ainda em curso, para regeneracao dos nervos apos lesao.

Neste sentido é importante ressaltar, para somarmos com o0s resultados
das imunoistoquimicas de cortes dos nervos isquiaticos, que o tratamento com
PGB, influenciou mecanismos pro-regenerativos dos neurbnios e CS.
Resultando no aumento do nimero de jun¢des neuromusculares nas linhagens
C57BL/10 e MDX contralateral e principalmente em MDX ipsilateral. Além
disso, também preservou a morfologia das placas motoras reduzindo a
fragmentacdo e area de contato com a fibra muscular em comparacdo com
MDX veiculo, tendo potencial para associar com o aumento da celularidade dos
terminais nervosos, dado a observacao de nucleos positivos para DAPI. Visto
que, células de Schwann apds desnervacdo, crescem em locais sinapticos
vizinhos inervados, guiando a formacdo de brotos axénais (158, 159).
Supondo, que realmente sejam nucleos de CS, tendo como funcao orientar a
reinervacdo das fibras musculares apés a desnervacédo (retracdo) e/ou lesao
nervosa. Formando pontes adjacentes com fibras musculares inervadas, para
gue os brotos axonais terminais atinjam regiées de AchR desnervadas em
fibras musculares regeneradas (160, 161). Em razdo, de brotos axonais
surgirem em resposta a lesédo nervosa periférica (162). Sugerindo 0 mesmo em
ciclos de degeneracéo-regeneracdo muscular de camundongos MDX. Dado
gue a incidéncia de brotamento ja € esperada para ser maior em neurdnios
motores de fibras musculares regeneradas de animais distroficos (163).

Em consonancia com os resultados anteriores, com CS ativas, nos
nervos isquiaticos apos lesdo nervosa periférica, observamos alteracdes em
seus transcritos, devido tratamento com PGB. Como aumento do gene
codificador da proteina basica da mielina - Mbp, em ambas as linhagens, com
énfase em camundongos distréficos, ultrapassando os transcritos da linhagem

controle veiculo. Tal fato, estd associado a compactacdo da mielina, garantindo
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a transmisséao eficiente de impulsos nervosos (53, 164). Secretando-a na fase
mielinizante e tornando-se mais acentuada no estagio final da diferenciacéo
das células de Schwann (165, 166), sincronicamente reativas, devido aos
processos simultdneos de degeneracdo Walleriana distal e regeneracdo das
fibras nervosas (167). Uma vez que, os transcritos do gene S100 e p75NTR,
também foram modulados positivamente em camundongos MDX. Evidéncias
parciais demonstrando que células de Schwann estdo em contato com o axénio
em regeneracdo. Porém, insuficientes, devido o0s resultados da
imunoistoquimica e do RT-gPCR, em relacdo ao S100 e ao p75NTR na
linhagem MDX, serem divergentes em relacdo aos niveis proteicos reduzidos
com a PGB.

Com base nas diferencas moleculares e morfologicas relatadas
anteriormente, sobretudo em camundongos MDX, apOs lesdo nervosa
periférica, podemos sugerir que a reducédo do influxo de calcio, na evolugcédo da
doenca, alterou o fendtipo neurodegenerativo, como visto no grupo MDX
veiculo, para pro-regenerativo nos neurénios e CS, em tubo epineural livre,
atuando no processo de reparo das fibras nervosas. Em busca de células
musculares normais e/ou regeneradas, visto positivamente na otimizacao das
respostas funcionas forcadas de camundongos distréficos, observadas na
recuperacdo motora sete dias apds lesao (14° dia de tratamento). E
notavelmente, aumentando o tempo de permanéncia no cilindro giratério (Rota
rod) no 17° dia de tratamento, ndo apresentando diferenca estatistica e
atingindo o nivel de performance dos camundongos controles veiculo e PGB,
no 28° dia de tratamento. Com movimentos respiratorios reduzidos, visto que, o
muasculo diafragma de camundongos MDX, carece completamente de
distrofina, apresentando severa necrose de fibras musculares, que resulta em
perda de forca respiratéria por volta de 4-8 semanas de vida (19, 168).
Contrariando os efeitos colaterais da PGB, vistos nos resultados dos testes rota
rod sem lesdo. Resultados que demonstrou funcionalmente a sincronizagéo na
regeneracao e mielinizagdo axonal, devido a reducéo do influxo de calcio, pelo
qual, altas concentracdes deste ion facilita a liberacdo de glutamato, que pode
induzir morte celular (169).

Ensaio neuromotor, confirmado pelo teste de trilha, que permite a
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caminhada dos animais em velocidade intrinseca, fornecendo desta forma,
dados precisos, através do (sistema CatWalk). Pelo qual, o tratamento com
PGB, iniciado sete dias antes da les@o e vinte e um dia apés, minimizou os
efeitos dos traumas no microambiente central e periférico de camundongos
MDX. Assim, o indice funcional do isquiatico - SFI, confirmou dados anteriores
dos grupos sem lesédo de que a linhagem MDX apresenta déficit funcional em
relacdo aos camundongos controles. Devido aos constantes ciclos de
degeneracdo e regeneracdo das fibras musculares, potencializados com a
lesdo do nervo. Porém no pré-tratamento, ou seja, antes da lesdo a PGB ja
demonstra melhora no SFI de camundongos MDX, influenciando rapidamente a
recuperacéo funcional. Observado, pela ascenséo da curva a partir do segundo
dia apos leséo (9° dia de tratamento), de modo que em certos pontos de tempo
foi analisado diferencas estatisticamente significativas, comparando com MDX-
veiculo. Principalmente no 16° até o 19° e 22° dias de tratamentos (72 semana
de vida). ldade em que os musculos distroficos, demonstram extensa
degeneracdo e regeneracdo de suas fibras, com fendtipo interessante para
perda de forca de pressdo e velocidade de caminhada, confirmado em MDX
veiculo (170).

Semelhante aos efeitos da Gabapentina, os resultados protetores e
estimuladores da PGB, na regeneracdo nervosa periférica, em camundongos
MDX, foram devidos ao bloqueio da subunidade a2/6. Atenuando o excesso do
influxo de calcio e consequentemente, reduzindo a excitotoxidade de
glutamato, uma vez que, este neurotransmissor em alta, leva a
neurodegeneracdo (171-173). Atingindo os camundongos distroficos no nivel
de marcha espontanea dos grupos C57BL/10 veiculo e PGB, em varios testes
consecutivos. E no 28° dia de teste, ou seja, analise final do experimento, 0s
camundongos MDX tratados com veiculo foram significativamente piores do
que 0S outros grupos experimentais.

Nas lesGes, em que ha perda de continuidade axonal, diversas
modificacdes celulares e moleculares se desenvolvem imediatamente apos a
lesdo. Com finalidade de remover o segmento danificado e promover
regeneracado axonal do coto proximal para o distal, procura-se recuperacéo

eficiente das fibras nervosas (174). De fato, os efeitos moduladores da PGB no
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metabolismo dos neurdnios e CS, no microambiente periférico apos leséo,
foram confirmados pelas analises morfométricas, demonstrando que a area do
nervo contralateral MDX tratado com PGB é maior em comparacdo com o
grupo controle PGB, indicando um crescimento do volume interno deste e
tendéncia de aumento em ipsilateral MDX tratado com PGB, comparando com
grupo controle veiculo. Nesse sentido, com o tratamento PGB, sugerimos que
durante o processo de regeneracdo do nervo isquiatico em camundongos
distroficos, ocorra aumento da area do nervo, devido ao aumento de matriz
extracelular, células inflamatérias, edema nervoso, multiplicacdo da
vascularizacdo endoneural e proliferacdo das células de Schwann (175-177),
associado aos axdnios em regeneracdo em busca do direcionamento correto
para as fibras musculares desnervadas, normais e/ou regeneradas.

Além disso, multiplas lesGes experimentais no nervo, induz aumento no
ndmero de fibras mielinicas (175-177). Contudo, calculando o nimero médio de
axonios, integros ou regenerados por 100.000um?, observamos na linhagem
MDX contralateral, com os tratamentos veiculo e PGB, menor numero de fibras
mielinicas em comparacdo com a linhagem controle. Sugerindo que seja
devido a falta de sinalizacdo das juncdes neuromusculares de fibras
musculares degeneradas para direcionar as fibras nervosas até seu sitio alvo
(158), visto que, na linhagem controle ndo distrofica contralateral a PGB,
aumentou o numero de fibras mielinicas. Em comparacdo com veiculo,
acreditamos que seja devido a compactacao das fibras nervosas que reduziu a
area do nervo. A reducao do numero de axénios mielinicos também ocorreu em
nervos ipsilaterais MDX veiculo comparando com controle. Porém, efeitos da
PGB e da lesdo nos camundongos MDX, retardaram essa perda, sendo menor
a reducdo em relacdo a linhagem controle veiculo. Isso corrobora com 0s
atuais achados morfolégicos dos nervos ipsilaterais, da imunoistoquimica onde
a PGB melhora a organizacao das fibras. Evento comprovado pelo aumento de
axonios regenerados, por 100.000 ym? em ambas as linhagens. Tal processo é
essencial em fibras nervosas aferentes e eferentes, permitindo rapida
propagacdo do impulso nervoso (178-180), (181). Esses resultados foram
acompanhados, pela curva de distribuicdo da espessura da mielina (EM),

observados em nervos contralaterais com (EM), maiores, em 88% das fibras
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controle veiculo e 93% em controle PGB. Em MDX veiculo e PGB, em 88% das
fibras. Vinte e um dia apds lesdo nervosa periférica, axdnios regenerados
foram apresentados com (EM) maiores, em 77% das fibras ipsilaterais, controle
veiculo e 70% em ipsilaterais controle PGB. Axo6nios ipsilaterais veiculo,
regenerados de camundongos MDX, apresentaram (EM) maiores, em 73% das
fibras e PGB 81%, com énfase na porcentagem da (EM) de 0,6 um, (25%).
Demonstrando que a PGB em camundongos distroficos nos nervos ipsilaterais,
deslocou a (EM) de axbnios maiores. Com isso, ndo encontramos diferencas
relevantes que demonstram déficits na mielinbgenese com tratamento PGB,
em nervos de ambas linhagens, pelo qual, uma razéo g irregular, utilizada
como um indice de mielinizacdo ideal, pode sugerir condugdo nervosa
prejudicada (124, 182). Assim, qualitativamente o farmaco, resultou em maior
numero de axdénios com 0,8 ym de (RG) em animais distréficos, comparando
com 0s outros grupos contra e ipsilaterais. E auséncia da proeminéncia
encontrada exclusivamente em ipsilateral MDX veiculo, em intervalos entre 0,2
- 0,6 de razdo g. Visto que, com PGB, 0s nervos isquiaticos apos leséo,
apresentaram fibras nervosas 0,6 um, com regulacdo para baixo, que sugere
axénios autotrofos.

Além disso, a mielinizacdo ocorreu espontaneamente normal apés leséo,
podendo ser aperfeicoada em animais e pacientes distroficos utilizando a PGB
como tratamento coadjuvante, induzindo eficiéncia no metabolismo e
propagacdo de impulsos nervosos. Como nosso estudo mostrou em analises
funcionais de marcha forcada (Rota rod) e espontaneas (Catwalk).

Em resumo, os resultados em conjunto do nosso projeto, mostraram
pela primeira vez, que o tratamento com a PGB € capaz de estimular o
metabolismo neuroprotetor e reparador dos neurbnios em seus axonios
periféricos e das células de Schwann. Resultando no aperfeicoamento da
mielinogénese em ambas as linhagens, contribuindo para estabilizacdo da
retracdo e brotamento axonal. Principalmente, nos animais distroficos, pelo
qual, sincronizamos a retragdao axonal, degeneracdo Walleriana e melhoramos
0S mecanismos moleculares e morfofuncionais pro-regenerativos apos leséo

nervosa periférica.
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8. Concluséo

Os resultados apresentados no presente estudo sustentam que a PGB
promove microambiente favoravel para a homeostase neuronal e glial, levando
a protecao, regeneracdo e melhor integracdo do sistema nervoso periférico de
camundongos MDX (109, 112, 143).

» A linhagem distréfica tratada com veiculo, ficou sempre abaixo da
linhagem controle C57BL/10, reflexo do curso da doenca.

» A PGB induziu efeitos moduladores em axdnios periféricos e células de
Schwann, melhorando a comunicacgéao bidirecional entre os neurénios e
0 musculo alvo.

» A PGB néo alterou a expressédo dos genes da medula espinhal lombar
de animais MDX, porém mostrou tendéncia em aumentar os niveis do
gene BDNF, refor¢cando a hipotese de homeostase melhorada.

» A PGB, no microambiente do nervo periférico, induziu melhora na
regeneracdo de fibras nervosas, incluindo jun¢gdes neuromusculares,
refletindo positivamente na funcionalidade das fibras musculares de
ambas as linhagens, sobretudo em camundongos MDX.

» A PGB, na avaliacdo morfométrica se mostrou alinhada com a melhor
morfologia das fibras nervosas, resultando na preservacdo das placas
motoras.

» A PGB otimizou a funcdo neuromotora forcada, que exige eficiéncia
neuromuscular e respiratéria.

» A PGB melhorou a marcha espontanea dos camundongos MDX, assim,
possivel transposicdo para clinica, aumentando o tempo de
deambulacéo de pacientes DMD, principalmente no inicio dos sintomas.

» A PGB foi eficaz em prevenir degeneragdo axonal e muscular,
observados a partir das analises imunoistoquimicas, moleculares e
comportamentais.

» A dose de 30mg/Kg/dia, i.p de PGB, é eficaz na protecao e regeneracao
de fibras nervosas do SNP durante o desenvolvimento da DMD,
melhorando a coordenag¢do motora, indicando possivel traducéo para a

clinica.



84

9. Referéncias

1. Deconinck AE, Rafael JA, Skinner JA, Brown SC, Potter AC, Metzinger
L, et al. Utrophin-dystrophin-deficient mice as a model for Duchenne muscular
dystrophy. Cell. 1997;90(4):717-27.

2. Kunkel LM, Monaco AP, Middlesworth W, Ochs HD, Latt SA. Specific
cloning of DNA fragments absent from the DNA of a male patient with an X
chromosome deletion. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of America. 1985;82(14):4778-82.

3. Pearce JM. Early observations on duchenne-meryon muscular
dystrophy. Eur Neurol. 2005;54(1):46-8.

4, Ray PN, Belfall B, Duff C, Logan C, Kean V, Thompson MW, et al.
Cloning of the breakpoint of an X;21 translocation associated with Duchenne
muscular dystrophy. Nature. 1985;318(6047):672-5.

5. McDouall RM, Dunn MJ, Dubowitz V. Nature of the mononuclear infiltrate
and the mechanism of muscle damage in juvenile dermatomyositis and
Duchenne muscular dystrophy. Journal of the neurological sciences. 1990;99(2-
3):199-217.

6. Spencer MJ, Montecino-Rodriguez E, Dorshkind K, Tidball JG. Helper
(CD4(+)) and cytotoxic (CD8(+)) T cells promote the pathology of dystrophin-
deficient muscle. Clin Immunol. 2001;98(2):235-43.

7. Coulton GR, Curtin NA, Morgan JE, Partridge TA. The mdx mouse
skeletal muscle myopathy: I1l. Contractile properties. Neuropathol Appl
Neurobiol. 1988;14(4):299-314.

8. Dangain J, Vrbova G. Muscle development in mdx mutant mice. Muscle
& nerve. 1984;7(9):700-4.

9. De la Porte S, Morin S, Koenig J. Characteristics of skeletal muscle in
mdx mutant mice. Int Rev Cytol. 1999;191:99-148.

10.  Muntoni F, Mateddu A, Marchei F, Clerk A, Serra G. Muscular weakness
in the mdx mouse. Journal of the neurological sciences. 1993;120(1):71-7.

11. Dupont-Versteegden EE, Baldwin RA, McCarter RJ, Vonlanthen MG.
Does muscular dystrophy affect metabolic rate? A study in mdx mice. Journal of
the neurological sciences. 1994;121(2):203-7.



85

12. Radley-Crabb HG, Marini JC, Sosa HA, Castillo LI, Grounds MD, Fiorotto
ML. Dystropathology increases energy expenditure and protein turnover in the
mdx mouse model of duchenne muscular dystrophy. PloS one.
2014;9(2):e89277.

13. Ribeiro AF, Jr., Souza LS, Almeida CF, Ishiba R, Fernandes SA,
Guerrieri DA, et al. Muscle satellite cells and impaired late stage regeneration in
different murine models for muscular dystrophies. Scientific reports.
2019;9(1):11842.

14. Terada M, Lan YB, Kawano F, Ohira T, Higo Y, Nakai N, et al.
Myonucleus-related properties in soleus muscle fibers of mdx mice. Cells,
tissues, organs. 2010;191(3):248-59.

15. Kirishnan VS, Aartsma-Rus A, Overzier M, Lutz C, Bogdanik L, Grounds
MD. Implications of increased S1008 and Tau5 proteins in dystrophic nerves of
two mdx mouse models for Duchenne muscular dystrophy. Mol Cell Neurosci.
2020;105:103484.

16. Krishnan VS, Thanigaiarasu LP, White R, Crew R, Larcher T, Le Guiner
C, et al. Dystrophic Dmd(mdx) rats show early neuronal changes (increased
S100B and Taub) at 8 months, supporting severe dystropathology in this rodent
model of Duchenne muscular dystrophy. Mol Cell Neurosci. 2020;108:103549.
17. Simdes GF, Oliveira AL. Alpha motoneurone input changes in dystrophic
MDX mice after sciatic nerve transection. Neuropathol Appl Neurobiol.
2010;36(1):55-70.

18. Nagel A, Lehmann-Horn F, Engel AG. Neuromuscular transmission in the
mdx mouse. Muscle & nerve. 1990;13(8):742-9.

19. Personius KE, Sawyer RP. Terminal Schwann cell structure is altered in
diaphragm of mdx mice. Muscle & nerve. 2005;32(5):656-63.

20. Tierney M, Garcia C, Bancone M, Sacco A, Personius KE. Innervation of
dystrophic muscle after muscle stem cell therapy. Muscle & nerve.
2016;54(4):763-8.

21. Aldskogius H, Liu L, Svensson M. Glial responses to synaptic damage

and plasticity. Journal of neuroscience research. 1999;58(1):33-41.



86

22. Lieberman AR. The axon reaction: a review of the principal features of
perikaryal responses to axon injury. International review of neurobiology.
1971;14:49-124.

23. Torvik A, Heding A. Effect of actinomycin D on retrograde nerve cell
reaction. Further observations. Acta neuropathologica. 1969;14(1):62-71.

24.  Cullheim S, Wallquist W, Hammarberg H, Linda H, Piehl F, Carlstedt T,
et al. Properties of motoneurons underlying their regenerative capacity after
axon lesions in the ventral funiculus or at the surface of the spinal cord. Brain
research Brain research reviews. 2002;40(1-3):309-16.

25. Linda H, Piehl F, Dagerlind A, Verge VM, Arvidsson U, Cullheim S, et al.
Expression of GAP-43 mRNA in the adult mammalian spinal cord under normal
conditions and after different types of lesions, with special reference to
motoneurons. Experimental brain research. 1992;91(2):284-95.

26. Piehl F, Hammarberg H, Tabar G, Hokfelt T, Cullheim S. Changes in the
MRNA expression pattern, with special reference to calcitonin gene-related
peptide, after axonal injuries in rat motoneurons depends on age and type of
injury. Experimental brain research. 1998;119(2):191-204.

27. Robinson LR. Trauma rehabilitation: Lippincott Williams & Wilkins; 2006.

28. Seddon HJ. THREE TYPES OF NERVE INJURY. Brain : a journal of
neurology. 1943;66(4):237-88.

29. Sunderland S. A classification of peripheral nerve injuries producing loss
of function. Brain : a journal of neurology. 1951;74(4):491-516.

30. Waldram M. Peripheral nerve injuries. Trauma. 2003;5(2):79-96.

31. Menorca RM, Fussell TS, Elfar JC. Nerve physiology: mechanisms of
injury and recovery. Hand clinics. 2013;29(3):317-30.

32. Rodriguez FJ, Valero-Cabré A, Navarro X. Regeneration and functional
recovery following peripheral nerve injury. Drug Discovery Today: Disease
Models. 2004;1(2):177-85.

33. Geuna S. The sciatic nerve injury model in pre-clinical research. Journal
of Neuroscience Methods. 2015;243:39-46.

34. Llobet Rosell A, Neukomm LJ. Axon death signalling in Wallerian
degeneration among species and in disease. Open Biol. 2019;9(8):190118-.



87

35. Romanes GJ. Motor localization and the effects of nerve injury on the
ventral horn cells of the spinal cord. Journal of anatomy. 1946;80(Pt 3):117-31.
36. Camara-Lemarroy CR, Guzméan-de la Garza FJ, Fernandez-Garza NE.
Molecular inflammatory mediators in peripheral nerve degeneration and
regeneration. Neuroimmunomodulation. 2010;17(5):314-24.

37. Tona A, Perides G, Rahemtulla F, Dahl D. Extracellular matrix in
regenerating rat sciatic nerve: a comparative study on the localization of
laminin, hyaluronic acid, and chondroitin sulfate proteoglycans, including
versican. The journal of histochemistry and cytochemistry : official journal of the
Histochemistry Society. 1993;41(4):593-9.

38. Fawecett JW, Keynes RJ. Peripheral nerve regeneration. Annual review of
neuroscience. 1990;13:43-60.

39. Lundborg G. Alternatives to autologous nerve grafts. Handchirurgie,
Mikrochirurgie, plastische Chirurgie : Organ der Deutschsprachigen
Arbeitsgemeinschaft fur Handchirurgie : Organ der Deutschsprachigen
Arbeitsgemeinschaft fur Mikrochirurgie der Peripheren Nerven und Gefasse
2004;36(1):1-7.

40. Yuan A, Rao MV, Veeranna, Nixon RA. Neurofilaments at a glance.
Journal of cell science. 2012;125(Pt 14):3257-63.

41. Ouyang H, Nauman E, Shi R. Contribution of cytoskeletal elements to the
axonal mechanical properties. Journal of biological engineering. 2013;7(1):21.
42. Kriz J, Zhu Q, Julien JP, Padjen AL. Electrophysiological properties of
axons in mice lacking neurofilament subunit genes: disparity between
conduction velocity and axon diameter in absence of NF-H. Brain research.
2000;885(1):32-44.

43. Laser-Azogui A, Kornreich M, Malka-Gibor E, Beck R. Neurofilament
assembly and function during neuronal development. Current opinion in cell
biology. 2015;32:92-101.

44.  Chernousov MA, Carey DJ. Schwann cell extracellular matrix molecules
and their receptors. Histology and histopathology. 2000;15(2):593-601.

45.  Luckenbill-Edds L. Laminin and the mechanism of neuronal outgrowth.
Brain research Brain research reviews. 1997;23(1-2):1-27.



88

46. Patton BL, Miner JH, Chiu AY, Sanes JR. Distribution and function of
laminins in the neuromuscular system of developing, adult, and mutant mice.
The Journal of cell biology. 1997;139(6):1507-21.

47. Previtali SC, Nodari A, Taveggia C, Pardini C, Dina G, Villa A, et al.
Expression of laminin receptors in schwann cell differentiation: evidence for
distinct roles. The Journal of neuroscience : the official journal of the Society for
Neuroscience. 2003;23(13):5520-30.

48. Yu WM, Yu H, Chen ZL. Laminins in peripheral nerve development and
muscular dystrophy. Molecular neurobiology. 2007;35(3):288-97.

49. Bray GM, Perkins S, Peterson AC, Aguayo AJ. Schwann cell
multiplication deficit in nerve roots of newborn dystrophic mice. A
radioautographic and ultrastructural study. Journal of the neurological sciences.
1977;32(2):203-12.

50. Feltri ML, Graus Porta D, Previtali SC, Nodari A, Migliavacca B, Cassetti
A, et al. Conditional disruption of beta 1 integrin in Schwann cells impedes
interactions with axons. The Journal of cell biology. 2002;156(1):199-209.

51. Jaros E, Bradley WG. Development of the amyelinated lesion in the
ventral root of the dystrophic mouse. Ultrastructural, quantitative and
autoradiographic study. Journal of the neurological sciences. 1978;36(3):317-
39.

52. Corfas G, Velardez MO, Ko CP, Ratner N, Peles E. Mechanisms and
roles of axon-Schwann cell interactions. The Journal of neuroscience : the
official journal of the Society for Neuroscience. 2004;24(42):9250-60.

53. Liu B, Xin W, Tan JR, Zhu RP, Li T, Wang D, et al. Myelin sheath
structure and regeneration in peripheral nerve injury repair. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America.
2019;116(44):22347-52.

54. Araque A, Perea G. Glial modulation of synaptic transmission in culture.
Glia. 2004;47(3):241-8.

55. Derouiche A, Anlauf E, Aumann G, Muhlistadt B, Lavialle M. Anatomical
aspects of glia-synapse interaction: the perisynaptic glial sheath consists of a
specialized astrocyte compartment. Journal of physiology, Paris. 2002;96(3-
4):177-82.



89

56. Hanani M, Huang TY, Cherkas PS, Ledda M, Pannese E. Glial cell
plasticity in sensory ganglia induced by nerve damage. Neuroscience.
2002;114(2):279-83.

57. Jessen KR, Mirsky R. Negative regulation of myelination: relevance for
development, injury, and demyelinating disease. Glia. 2008;56(14):1552-65.

58. Wagstaff LJ, Gomez-Sanchez JA, Fazal SV, Otto GW, Kilpatrick AM,
Michael K, et al. Failures of nerve regeneration caused by aging or chronic
denervation are rescued by restoring Schwann cell c-Jun. eLife. 2021;10.

59. Yin Q, Kemp GJ, Frostick SP. Neurotrophins, neurones and peripheral
nerve regeneration. Journal of hand surgery (Edinburgh, Scotland).
1998;23(4):433-7.

60. Frostick SP, Yin Q, Kemp GJ. Schwann cells, neurotrophic factors, and
peripheral nerve regeneration. Microsurgery. 1998;18(7):397-405.

61. Brushart TM, Aspalter M, Griffin JW, Redett R, Hameed H, Zhou C, et al.
Schwann cell phenotype is regulated by axon modality and central-peripheral
location, and persists in vitro. Experimental neurology. 2013;247:272-81.

62. Terenghi G. Peripheral nerve regeneration and neurotrophic factors.
Journal of anatomy. 1999;194 ( Pt 1)(Pt 1):1-14.

63. Salonen V, Roytta M, Peltonen J. The effects of nerve transection on the
endoneurial collagen fibril sheaths. Acta neuropathologica. 1987;74(1):13-21.
64. Garbay B, Heape AM, Sargueil F, Cassagne C. Myelin synthesis in the
peripheral nervous system. Progress in neurobiology. 2000;61(3):267-304.

65. Jessen KR, Mirsky R. Why do Schwann cells survive in the absence of
axons? Annals of the New York Academy of Sciences. 1999;883:109-15.

66. Jessen KR, Mirsky R. Schwann cells and their precursors emerge as
major regulators of nerve development. Trends in neurosciences.
1999;22(9):402-10.

67. Mirsky R, Jessen KR, Brennan A, Parkinson D, Dong Z, Meier C, et al.
Schwann cells as regulators of nerve development. Journal of physiology, Paris.
2002;96(1-2):17-24.

68. Schmidt CE, Leach JB. Neural tissue engineering: strategies for repair
and regeneration. Annual review of biomedical engineering. 2003;5:293-347.



90

69. Zochodne DW, Cheng C. Neurotrophins and other growth factors in the
regenerative milieu of proximal nerve stump tips. Journal of anatomy. 2000;196
(Pt 2)(Pt 2):279-83.

70. Kaplan DR, Miller FD. Neurotrophin signal transduction in the nervous
system. Current opinion in neurobiology. 2000;10(3):381-91.

71. Lee FS, Kim AH, Khursigara G, Chao MV. The uniqueness of being a
neurotrophin receptor. Current opinion in neurobiology. 2001;11(3):281-6.

72. Barker PA. p75NTR Is Positively Promiscuous: Novel Partners and New
Insights. Neuron. 2004;42(4):529-33.

73. Bothwell M. Functional interactions of neurotrophins and neurotrophin
receptors. Annual review of neuroscience. 1995;18:223-53.

74. Court FA, Wrabetz L, Feltri ML. Basal lamina: Schwann cells wrap to the
rhythm of space-time. Current opinion in neurobiology. 2006;16(5):501-7.

75. Simdes GF, Benitez SU, Oliveira AL. Granulocyte colony-stimulating
factor (G-CSF) positive effects on muscle fiber degeneration and gait recovery
after nerve lesion in MDX mice. Brain Behav. 2014;4(5):738-53.

76. Osborne NR, Anastakis DJ, Davis KD. Peripheral nerve injuries, pain,
and neuroplasticity. Journal of hand therapy : official journal of the American
Society of Hand Therapists. 2018;31(2):184-94.

77. Lehning EJ, Doshi R, Isaksson N, Stys PK, LoPachin RM, Jr.
Mechanisms of injury-induced calcium entry into peripheral nerve myelinated
axons: role of reverse sodium-calcium exchange. Journal of neurochemistry.
1996;66(2):493-500.

78. LoPachin RM, Lehning EJ. Mechanism of calcium entry during axon
injury and degeneration. Toxicology and applied pharmacology.
1997;143(2):233-44.

79. Mandolesi G, Madeddu F, Bozzi Y, Maffei L, Ratto GM. Acute
physiological response of mammalian central neurons to axotomy: ionic
regulation and electrical activity. FASEB journal : official publication of the
Federation of American Societies for Experimental Biology. 2004;18(15):1934-
6.



91

80. LiJY,Wang X, Ji PT, Li XF, Guan GH, Jiang XS, et al. Peripheral nerve
injury decreases the expression of metabolic glutamate receptor 7 in dorsal root
ganglion neurons. Neuroscience letters. 2012;531(1):52-6.

81. Li M, ShiJ, Tang JR, Chen D, Ai B, Chen J, et al. Effects of complete
Freund's adjuvant on immunohistochemical distribution of IL-1beta and IL-1R |
in neurons and glia cells of dorsal root ganglion. Acta pharmacologica Sinica.
2005;26(2):192-8.

82. Pane M, Messina S, Bruno C, D'Amico A, Villanova M, Brancalion B, et
al. Duchenne muscular dystrophy and epilepsy. Neuromuscul Disord.
2013;23(4):313-5.

83. Razzoli M, Lindsay A, Law ML, Chamberlain CM, Southern WM, Berg M,
et al. Social stress is lethal in the mdx model of Duchenne muscular dystrophy.
EBioMedicine. 2020;55:102700.

84. Snow WM, Anderson JE, Jakobson LS. Neuropsychological and
neurobehavioral functioning in Duchenne muscular dystrophy: a review.
Neurosci Biobehav Rev. 2013;37(5):743-52.

85. Caudal D, Francois V, Lafoux A, Ledevin M, Anegon |, Le Guiner C, et al.
Characterization of brain dystrophins absence and impact in dystrophin-
deficient Dmdmdx rat model. PloS one. 2020;15(3):e0230083.

86. Stay TL, Miterko LN, Arancillo M, Lin T, Sillitoe RV. In vivo cerebellar
circuit function is disrupted in an mdx mouse model of Duchenne muscular
dystrophy. Dis Model Mech. 2019;13(2).

87. Tuckett E, Gosetti T, Hayes A, Rybalka E, Verghese E. Increased
calcium in neurons in the cerebral cortex and cerebellum is not associated with
cell loss in the mdx mouse model of Duchenne muscular dystrophy.
Neuroreport. 2015;26(13):785-90.

88. Galilly P, Boland B, Himpens B, Casteels R, Gillis JM. Critical evaluation
of cytosolic calcium determination in resting muscle fibres from normal and
dystrophic (mdx) mice. Cell Calcium. 1993;14(6):473-83.

89. Bertorini TE, Bhattacharya SK, Palmieri GM, Chesney CM, Pifer D,
Baker B. Muscle calcium and magnesium content in Duchenne muscular
dystrophy. Neurology. 1982;32(10):1088-92.



92

90. Tassone DM, Boyce E, Guyer J, Nuzum D. Pregabalin: a novel gamma-
aminobutyric acid analogue in the treatment of neuropathic pain, partial-onset
seizures, and anxiety disorders. Clin Ther. 2007;29(1):26-48.

91. Bian F, Li Z, Offord J, Davis MD, McCormick J, Taylor CP, et al. Calcium
channel alpha2-delta type 1 subunit is the major binding protein for pregabalin
in neocortex, hippocampus, amygdala, and spinal cord: an ex vivo
autoradiographic study in alpha2-delta type 1 genetically modified mice. Brain
research. 2006;1075(1):68-80.

92. Ha KY, Carragee E, Cheng I, Kwon SE, Kim YH. Pregabalin as a
neuroprotector after spinal cord injury in rats: biochemical analysis and effect on
glial cells. J Korean Med Sci. 2011;26(3):404-11.

93. Ha KY, Kim YH, Rhyu KW, Kwon SE. Pregabalin as a neuroprotector
after spinal cord injury in rats. Eur Spine J. 2008;17(6):864-72.

94. Dooley DJ, Donovan CM, Pugsley TA. Stimulus-dependent modulation of
[(3)H]norepinephrine release from rat neocortical slices by gabapentin and
pregabalin. The Journal of pharmacology and experimental therapeutics.
2000;295(3):1086-93.

95. Fink K, Dooley DJ, Meder WP, Suman-Chauhan N, Duffy S, Clusmann
H, et al. Inhibition of neuronal Ca(2+) influx by gabapentin and pregabalin in the
human neocortex. Neuropharmacology. 2002;42(2):229-36.

96. Cunningham MO, Woodhall GL, Thompson SE, Dooley DJ, Jones RS.
Dual effects of gabapentin and pregabalin on glutamate release at rat entorhinal
synapses in vitro. The European journal of neuroscience. 2004;20(6):1566-76.
97. Joshi I, Taylor CP. Pregabalin action at a model synapse: Binding to
presynaptic calcium channel a2-6 subunit reduces neurotransmission in mice.
European Journal of Pharmacology. 2006;553(1):82-8.

98. Patel AM, Wierda K, Thorrez L, van Putten M, De Smedt J, Ribeiro L, et
al. Dystrophin deficiency leads to dysfunctional glutamate clearance in iPSC
derived astrocytes. Translational psychiatry. 2019;9(1):200.

99. Daneshdoust D, Khalili-Fomeshi M, Ghasemi-Kasman M, Ghorbanian D,
Hashemian M, Gholami M, et al. Pregabalin enhances myelin repair and
attenuates glial activation in lysolecithin-induced demyelination model of rat
optic chiasm. Neuroscience. 2017;344:148-56.



93

100. Silva GA, Pradella F, Moraes A, Farias A, dos Santos LM, de Oliveira AL.
Impact of pregabalin treatment on synaptic plasticity and glial reactivity during
the course of experimental autoimmune encephalomyelitis. Brain Behav.
2014;4(6):925-35.

101. Satat K, Gdula-Argasinska J, Malikowska N, Podkowa A, Lipkowska A,
Librowski T. Effect of pregabalin on contextual memory deficits and
inflammatory state-related protein expression in streptozotocin-induced diabetic
mice. Naunyn-Schmiedeberg's archives of pharmacology. 2016;389(6):613-23.

102. Sherafat MA, Javan M, Mozafari S, Mirnajafi-Zadeh J, Motamedi F.
Castration attenuates myelin repair following lysolecithin induced demyelination
in rat optic chiasm: an evaluation using visual evoked potential, marker genes
expression and myelin staining. Neurochemical research. 2011;36(10):1887-95.
103. Abu-Rub M, Miller RH. Emerging Cellular and Molecular Strategies for
Enhancing Central Nervous System (CNS) Remyelination. Brain Sci.
2018;8(6):111.

104. Butt AM, Papanikolaou M, Rivera A. Physiology of Oligodendroglia.
Advances in experimental medicine and biology. 2019;1175:117-28.

105. Erskine E, Smaila BD, Plunet W, Liu J, Raffaele EE, Tetzlaff W, et al.
Skilled reaching deterioration contralateral to cervical hemicontusion in rats is
reversed by pregabalin treatment conditional upon its early administration. Pain
reports. 2019;4(3):e749.

106. Hundehege P, Fernandez-Orth J, Rémer P, Ruck T, Mintefering T,
Eichler S, et al. Targeting Voltage-Dependent Calcium Channels with
Pregabalin Exerts a Direct Neuroprotective Effect in an Animal Model of Multiple
Sclerosis. Neuro-Signals. 2018;26(1):77-93.

107. Meymandi MS, Sepehri G, Abdolsamadi M, Shaabani M, Heravi G,
Yazdanpanah O, et al. The effects of co-administration of pregabalin and
vitamin E on neuropathic pain induced by partial sciatic nerve ligation in male
rats. Inflammopharmacology. 2017;25(2):237-46.

108. Moshiri M, Moallem SA, Attaranzadeh A, Saberi Z, Etemad L. Injury to
skeletal muscle of mice following acute and sub-acute pregabalin exposure.

Iranian journal of basic medical sciences. 2017;20(3):256-9.



94

109. Tedeschi A, Dupraz S, Laskowski CJ, Xue J, Ulas T, Beyer M, et al. The
Calcium Channel Subunit Alpha2delta2 Suppresses Axon Regeneration in the
Adult CNS. Neuron. 2016;92(2):419-34.

110. Di Guilmi MN, Urbano FJ, Inchauspe CG, Uchitel OD. Pregabalin
modulation of neurotransmitter release is mediated by change in intrinsic
activation/inactivation properties of ca(v)2.1 calcium channels. The Journal of
pharmacology and experimental therapeutics. 2011;336(3):973-82.

111. Licursi V, Caiello I, Lombardi L, De Stefano ME, Negri R, Paggi P. Lack
of dystrophin in mdx mice modulates the expression of genes involved in
neuron survival and differentiation. The European journal of neuroscience.
2012;35(5):691-701.

112. Assis AD, Chiarotto GB, Sim6es GF, Oliveira ALR. Pregabalin-induced
neuroprotection and gait improvement in dystrophic MDX mice. Molecular and
Cellular Neuroscience. 2021;114:103632.

113. Lu X, Skamene E, Richardson PM. Studies of axonal regeneration in
C57BL/6J and A/J mice. Brain research. 1994;652(1):174-6.

114. Xin L, Richardson PM, Gervais F, Skamene E. A deficiency of axonal
regeneration in C57BL/6J mice. Brain research. 1990;510(1):144-6.

115. Mayhew TM, Sharma AK. Sampling schemes for estimating nerve fibre
size. . Methods for nerve trunks of mixed fascicularity. Journal of anatomy.
1984;139 ( Pt 1)(Pt 1):45-58.

116. Smith RS, Koles ZJ. Myelinated nerve fibers: computed effect of myelin
thickness on conduction velocity. The American journal of physiology.
1970;219(5):1256-8.

117. Inserra MM, Bloch DA, Terris DJ. Functional indices for sciatic, peroneal,
and posterior tibial nerve lesions in the mouse. Microsurgery. 1998;18(2):119-
24,

118. Chan S, Head SI. The role of branched fibres in the pathogenesis of
Duchenne muscular dystrophy. Exp Physiol. 2011;96(6):564-71.

119. Grinnell AD. Dynamics of nerve-muscle interaction in developing and

mature neuromuscular junctions. Physiol Rev. 1995;75(4):789-834.



95

120. Sadeh M, Stern LZ, Czyzewski K. Changes in end-plate cholinesterase
and axons during muscle degeneration and regeneration. Journal of anatomy.
1985;140 ( Pt 1)(Pt 1):165-76.

121. Grady RM, Zhou H, Cunningham JM, Henry MD, Campbell KP, Sanes
JR. Maturation and maintenance of the neuromuscular synapse: genetic
evidence for roles of the dystrophin--glycoprotein complex. Neuron.
2000;25(2):279-93.

122. Pratt SJP, Shah SB, Ward CW, Inacio MP, Stains JP, Lovering RM.
Effects of in vivo injury on the neuromuscular junction in healthy and dystrophic
muscles. The Journal of physiology. 2013;591(2):559-70.

123. Zeman RJ, Sandow A. Denervation effects on dystrophic and normal
muscles and the etiology of dystrophy. Annals of the New York Academy of
Sciences. 1979;317:171-86.

124. Dhindsa JS, McCall AL, Strickland LM, Fusco AF, Kahn AF, ElMallah
MK. Motor axonopathies in a mouse model of Duchenne muscular dystrophy.
Scientific reports. 2020;10(1):8967.

125. Lidov HG. Dystrophin in the nervous system. Brain Pathol. 1996;6(1):63-
77.

126. Miranda R, Laroche S, Vaillend C. Reduced neuronal density in the CAl
anterodorsal hippocampus of the mdx mouse. Neuromuscul Disord.
2016;26(11):775-81.

127. Simdes GF, de Oliveira AL. Granulocyte-colony stimulating factor
improves MDX mouse response to peripheral nerve injury. PloS one.
2012;7(8):e42803.

128. Marques MJ, Taniguti AP, Minatel E, Neto HS. Nerve terminal
contributes to acetylcholine receptor organization at the dystrophic
neuromuscular junction of mdx mice. Anat Rec (Hoboken). 2007;290(2):181-7.
129. Briguet A, Ruegg MA. The Ets transcription factor GABP is required for
postsynaptic differentiation in vivo. The Journal of neuroscience : the official
journal of the Society for Neuroscience. 2000;20(16):5989-96.

130. Lyons PR, Slater CR. Structure and function of the neuromuscular
junction in young adult mdx mice. Journal of neurocytology. 1991;20(12):969-
81.



96

131. Blum R, Konnerth A. Neurotrophin-mediated rapid signaling in the central
nervous system: mechanisms and functions. Physiology (Bethesda).
2005;20:70-8.

132. Comim CM, Ventura L, Freiberger V, Dias P, Bragagnolo D, Dutra ML, et
al. Neurocognitive Impairment in mdx Mice. Molecular neurobiology.
2019;56(11):7608-16.

133. Lainetti RD, Pereira FC, Da-Silva CF. Reduced sensory neuron
regeneration by C57BL/6J mice. Brazilian journal of medical and biological
research = Revista brasileira de pesquisas medicas e biologicas.
1995;28(7):781-5.

134. Liu Z, Jin YQ, Chen L, Wang Y, Yang X, Cheng J, et al. Specific marker
expression and cell state of Schwann cells during culture in vitro. PloS one.
2015;10(4):e0123278.

135. Taniuchi M, Clark HB, Johnson EM, Jr. Induction of nerve growth factor
receptor in Schwann cells after axotomy. Proceedings of the National Academy
of Sciences of the United States of America. 1986;83(11):4094-8.

136. Taniuchi M, Clark HB, Schweitzer JB, Johnson EM, Jr. Expression of
nerve growth factor receptors by Schwann cells of axotomized peripheral
nerves: ultrastructural location, suppression by axonal contact, and binding
properties. The Journal of neuroscience : the official journal of the Society for
Neuroscience. 1988;8(2):664-81.

137. Underwood CK, Coulson EJ. The p75 neurotrophin receptor. The
international journal of biochemistry & cell biology. 2008;40(9):1664-8.

138. Domon Y, Arakawa N, Inoue T, Matsuda F, Takahashi M, Yamamura N,
et al. Binding Characteristics and Analgesic Effects of Mirogabalin, a Novel
Ligand for the a(2)d Subunit of Voltage-Gated Calcium Channels. The Journal
of pharmacology and experimental therapeutics. 2018;365(3):573-82.

139. Tzellos TG, Papazisis G, Toulis KA, Sardeli C, Kouvelas D. A2delta
ligands gabapentin and pregabalin: future implications in daily clinical practice.
Hippokratia. 2010;14(2):71-5.

140. Allen DG, Gervasio OL, Yeung EW, Whitehead NP. Calcium and the
damage pathways in muscular dystrophy. Can J Physiol Pharmacol.
2010;88(2):83-91.



97

141. Larcher T, Lafoux A, Tesson L, Remy S, Thepenier V, Francois V, et al.
Characterization of dystrophin deficient rats: a new model for Duchenne
muscular dystrophy. PloS one. 2014;9(10):e110371.

142. Wells DJ. Tracking progress: an update on animal models for Duchenne
muscular dystrophy. Dis Model Mech. 2018;11(6).

143. Celik M, Kose A, Kose D, Karakus E, Akpinar E, Calik M, et al. The
double-edged sword: effects of pregabalin on experimentally induced sciatic
nerve transection and crush injury in rats. The International journal of
neuroscience. 2015;125(11):845-54.

144. Martinez AM, Ribeiro LC. Ultrastructural localization of calcium in
peripheral nerve fibres undergoing Wallerian degeneration: an oxalate-
pyroantimonate and X-ray microanalysis study. Journal of submicroscopic
cytology and pathology. 1998;30(3):451-8.

145. Chen ZL, Strickland S. Laminin gammal is critical for Schwann cell
differentiation, axon myelination, and regeneration in the peripheral nerve. The
Journal of cell biology. 2003;163(4):889-99.

146. Bradley WG, Jenkison M. Abnormalities of peripheral nerves in murine
muscular dystrophy. Journal of the neurological sciences. 1973;18(2):227-47.
147. Yang D, Bierman J, Tarumi YS, Zhong YP, Rangwala R, Proctor TM, et
al. Coordinate control of axon defasciculation and myelination by laminin-2 and
-8. The Journal of cell biology. 2005;168(4):655-66.

148. Yu WM, Feltri ML, Wrabetz L, Strickland S, Chen ZL. Schwann cell-
specific ablation of laminin gammal causes apoptosis and prevents
proliferation. The Journal of neuroscience : the official journal of the Society for
Neuroscience. 2005;25(18):4463-72.

149. Rasminsky M, Kearney RE, Aguayo AJ, Bray GM. Conduction of nervous
impulses in spinal roots and peripheral nerves of dystrophic mice. Brain
research. 1978;143(1):71-85.

150. Shorer Z, Philpot J, Muntoni F, Sewry C, Dubowitz V. Demyelinating
peripheral neuropathy in merosin-deficient congenital muscular dystrophy.
Journal of child neurology. 1995;10(6):472-5.

151. Sunada Y, Bernier SM, Utani A, Yamada Y, Campbell KP. Identification

of a novel mutant transcript of laminin alpha 2 chain gene responsible for



98

muscular dystrophy and dysmyelination in dy2J mice. Human molecular
genetics. 1995;4(6):1055-61.

152. Vidal CJ, Montenegro MF, Mufioz-Delgado E, Campoy FJ, Cabezas-
Herrera J, Moral-Naranjo MT. The AChE membrane-binding tail PRIMA is
down-regulated in muscle and nerve of mice with muscular dystrophy by
merosin deficiency. Chemico-biological interactions. 2013;203(1):330-4.

153. Kuang W, Xu H, Vachon PH, Liu L, Loechel F, Wewer UM, et al.
Merosin-deficient congenital muscular dystrophy. Partial genetic correction in
two mouse models. The Journal of clinical investigation. 1998;102(4):844-52.
154. Sorci G, Riuzzi F, Giambanco |, Donato R. RAGE in tissue homeostasis,
repair and regeneration. Biochimica et biophysica acta. 2013;1833(1):101-9.
155. Spreca A, Rambotti MG, Rende M, Saccardi C, Aisa MC, Giambanco |,
et al. Immunocytochemical localization of S-100b protein in degenerating and
regenerating rat sciatic nerves. The journal of histochemistry and cytochemistry
. official journal of the Histochemistry Society. 1989;37(4):441-6.

156. Barger SW, Van Eldik LJ. S100 beta stimulates calcium fluxes in glial
and neuronal cells. The Journal of biological chemistry. 1992;267(14):9689-94.
157. Song XY, Zhou FH, Zhong JH, Wu LL, Zhou XF. Knockout of p75(NTR)
impairs re-myelination of injured sciatic nerve in mice. Journal of
neurochemistry. 2006;96(3):833-42.

158. Kang H, Tian L, Thompson W. Terminal Schwann cells guide the
reinnervation of muscle after nerve injury. Journal of neurocytology. 2003;32(5-
8):975-85.

159. Son Y-J, Trachtenberg JT, Thompson WJ. Schwann cells induce and
guide sprouting and reinnervation of neuromuscular junctions. Trends in
neurosciences. 1996;19(7):280-5.

160. Son YJ, Thompson WJ. Nerve sprouting in muscle is induced and guided
by processes extended by Schwann cells. Neuron. 1995;14(1):133-41.

161. Son YJ, Trachtenberg JT, Thompson WJ. Schwann cells induce and
guide sprouting and reinnervation of neuromuscular junctions. Trends in
neurosciences. 1996;19(7):280-5.

162. van Mier P, Lichtman JW. Regenerating muscle fibers induce directional

sprouting from nearby nerve terminals: studies in living mice. The Journal of



99

neuroscience : the official journal of the Society for Neuroscience.
1994;14(9):5672-86.

163. Pratt SJP, Shah SB, Ward CW, Kerr JP, Stains JP, Lovering RM.
Recovery of altered neuromuscular junction morphology and muscle function in
mdx mice after injury. Cellular and molecular life sciences : CMLS.
2015;72(1):153-64.

164. Asipu A, Blair GE. Regulation of myelin basic protein-encoding gene
transcription in rat oligodendrocytes. Gene. 1994;150(2):227-34.

165. Leitman EM, Tewari A, Horn M, Urbanski M, Damanakis E, Einheber S,
et al. MLCK regulates Schwann cell cytoskeletal organization, differentiation
and myelination. Journal of cell science. 2011;124(Pt 22):3784-96.

166. Matsuoka H, Tanaka H, Sayanagi J, lwahashi T, Suzuki K, Nishimoto S,
et al. Neurotropin(®) Accelerates the Differentiation of Schwann Cells and
Remyelination in a Rat Lysophosphatidylcholine-Induced Demyelination Model.
International journal of molecular sciences. 2018;19(2).

167. Camara CC, Araujo CV, de Sousa KKO, Brito GAC, Vale ML, Raposo
RDS, et al. Gabapentin attenuates neuropathic pain and improves nerve
myelination after chronic sciatic constriction in rats. Neuroscience letters.
2015;607:52-8.

168. Burns DP, Murphy KH, Lucking EF, O'Halloran KD. Inspiratory pressure-
generating capacity is preserved during ventilatory and non-ventilatory
behaviours in young dystrophic mdx mice despite profound diaphragm muscle
weakness. The Journal of physiology. 2019;597(3):831-48.

169. Gurkoff G, Shahlaie K, Lyeth B, Berman R. Voltage-gated calcium
channel antagonists and traumatic brain injury. Pharmaceuticals (Basel,
Switzerland). 2013;6(7):788-812.

170. Kwak D, Wei G, Thompson LV, Kim JH. Short-Term ONX-0914
Administration: Performance and Muscle Phenotype in Mdx Mice. International
journal of environmental research and public health. 2020;17(14).

171. Prasad KN, Bondy SC. Common biochemical defects linkage between
post-traumatic stress disorders, mild traumatic brain injury (TBI) and penetrating
TBI. Brain research. 2015;1599:103-14.



100

172. Rossi AR, Angelo MF, Villarreal A, Lukin J, Ramos AJ. Gabapentin
administration reduces reactive gliosis and neurodegeneration after pilocarpine-
induced status epilepticus. PloS one. 2013;8(11):e78516.

173. Taylor CP, Angelotti T, Fauman E. Pharmacology and mechanism of
action of pregabalin: the calcium channel alpha2-delta (alpha2-delta) subunit as
a target for antiepileptic drug discovery. Epilepsy research. 2007;73(2):137-50.
174. Gordon T. Peripheral Nerve Regeneration and Muscle Reinnervation.
International journal of molecular sciences. 2020;21(22).

175. Mira JC. Quantitative studies of the regeneration of rat myelinated nerve
fibres: variations in the number and size of regenerating fibres after repeated
localized freezings. Journal of anatomy. 1979;129(Pt 1):77-93.

176. Mizisin AP, Kalichman MW, Myers RR, Powell HC. Role of the blood-
nerve barrier in experimental nerve edema. Toxicologic pathology. 1990;18(1 Pt
2):170-85.

177. Welcher AA, Suter U, De Leon M, Bitler CM, Shooter EM. Molecular
approaches to nerve regeneration. Philosophical transactions of the Royal
Society of London Series B, Biological sciences. 1991;331(1261):295-301.

178. Glenn TD, Talbot WS. Signals regulating myelination in peripheral nerves
and the Schwann cell response to injury. Current opinion in neurobiology.
2013;23(6):1041-8.

179. Sherman DL, Brophy PJ. Mechanisms of axon ensheathment and myelin
growth. Nature reviews Neuroscience. 2005;6(9):683-90.

180. Zochodne DW. The challenges and beauty of peripheral nerve regrowth.
Journal of the peripheral nervous system : JPNS. 2012;17(1):1-18.

181. Duncan ID, Radcliff AB. Inherited and acquired disorders of myelin: The
underlying myelin pathology. Experimental neurology. 2016;283(Pt B):452-75.
182. Chomiak T, Hu B. What is the optimal value of the g-ratio for myelinated
fibers in the rat CNS? A theoretical approach. PloS one. 2009;4(11):e7754.



101

10. Apéndice - Publicacédo do artigo na revista Molecular and Cellular

Neuroscience

Molecular and Cellube Newtochenoe gax (zaxe) 103632

Coanenas lists avallable at ScienceDirect » hICN

Molecular and Cellular Neuroscience i

ELSE\;[ E.R. Journal hamepage: www.ckevier.com/locare/ ymene =

Pregabalin-induced neuroprotection and gait improvement in dystrophic
MDX mice

Alex Dias Assis*, Gabriela Bortolanga Chiarotto -, Gustavo Fervelra Simades |
Alexandre Leite Rodrigues Oliveira™"

* Ladaraory of Nerwe Ry Lt y of Coosp - UNICAMY, Odade “Znfe Vaz®, Raa Lobewa, 255 IMAZ 070 Corpenar, 57, Arczl
* Roewdical Schocrs Grodhas Progren, meqmmmum,nn Arercx, 5P, et

ARTICLE INTO ABSTRACT

Kepworde: Duchumne muacubir dystrophy (DMD) 5 x peesic divsowe Snked to the X o inducnd by ieezs
DD the dywruphin gene. Newup &up.nlﬁnmnluha(lcm.m peove mator Sanctice through the
Tterapy Jubeion of essitatory synag g (b with scsti-ag and ants ,d'fnh.nnpm-ﬂ-wk

pReah g . .
o stuadied the effirts of PGS in the p ioa of dy & ezl merves, Wl n
z h:: MDX e, Frvee weeks alt] MDX urd CS7BL/ 40 miice were trestind with PGE (20 u;&pﬂ-y. l.p)cnhrh. fur
y 28 commurutive days. The mice were sscrificed on the Gth week, 1he scintic nerves wire doowcted oot and
! for & Sivock y sexd gRT-PCE, for evaduating the poesion of protetng and gime iF
n!udbonmnd-ahilvmd“thnﬂiumkn.ﬂuhuhnpulmd;mulnpmcmdfur@l?ﬁl
to evadaste the ica of e be Sactoey sl peo- and smti-infl y cytukisss. Creziad tibikd mun-

cles were dlunhd out fur endplate mlmlkn with n-hm;-aauin. The recovery of motor fimctios wia mumi-
toned throughout the ueng 8 3 Lirgg toeck tead (Catmalk syatem) mnd u Soeced lncceno-
t3om teat (Kotseod L The sovalts showd that treatment with PGH redacnl the setrograde efficts of mascle degpen-
mw&mmuuhmmﬁmlﬁx&kmdn@lhw&buwm Thin, PGS indacnd pro-
e expe in ard Sch celb, pe ing myeli ﬁbc\.hmbdlﬂmnlnupbbgy
sl chose-to | muice endpk mmuhornd.hdndlmhuﬁ’m il in imrge A motor coceds
ton of dystroplic anszube We Bedieve that treatment with PGS izproved the balance b ,udn-
hiletory mpats to speal s, | irgg melor l. In sddtion, PGB exhanced pesiphuzal nerve
hememtzaix, by positivedy affecting Sci odii Inp d, the p sewalts il lh-pwphhn o oef-
fective &3 protectnng the PNS during the develupenent of DMD, irzgroving motor cocedination, sudicating passle
tzandaticn to the dirde.

1. Inroduction production of dystraphin (Deconinegk er al., 1997; Kunkel et al, 1985;
Pearce, 2005, Ray et al., 1985 Such peotein has & fusdamental rode

Duchenne Muscalar Dysirophy (DMD) is a genetic disease of reces. Guring muscle conractions, which maistains the integriry of the fibers.
sive character, whese the X cwomosome undergoes spostancous muta-  1is alkence & charactenized by progressive sucle weakness and degen.
tions generating a defect in the coding of the gene respansible for e eration, cassed by myonecrasis, which ako occurs in muscle fibers of

mmm halnhrhnlhh:dmph:hmr;('.hs Cuertzal N S CEMIE, Multidivipliey Cimter foe Biologicd R clt; CEUA, Etbacx
Committee oo the Uw of Animads cONA, Compl Y yeil leic scid; IIAPI ‘.&Dl-ntdno&fmﬂhdd,bﬂb.bubmrﬂmﬁuby:mﬂm
Expezi d Alryic Encvphaloenyviita; EPL, Experi Irnph.m&pmnmlmnmd cm.\cnmamm.da Glyceraldeiyde
I-phosphate dehydrogy (hp&l.(lmihmhudm‘&“ml Hyp frzase; 15, [nustoe of Biclugy; (FNy,

lmnfrmm Mﬁf Boce Myvlin Proteing NI, Noerzad pest Lengtl; NTS, andlepﬁMF&l.ﬂ&ﬂypm nn\vgnuth ﬁnurmr PEs,
Famplaee buffered saline FGE, Pregabualiss PNS, Peripheral Nesvois Syatem; gRT-PCR, Quantitasve nevene ptacn-paly <hainr RNA,
Riburacleic acid PN, Rotatin per minute; SFL acisse function sudes; $1004, Calciun-bandng prolein K Tefpl, Trandorming growth Sector et 1; Tafa, Tusar
meczoads factor alpia
+ Comreaponding wathee,
Emal addreas wradivienioamp ba (ALK Oliveira)

Brtpns/ Sdolar g/ 101006 fmaen 2021 LTGS2
FRecrived 16 March 2021; Recrived = reviend form 16 May 2021; Accepted 25 Mxy 2021
044743100 2001



AD Ay el

Table 1
Expewimimial group, el sevival lanm durng pegabakn (PGH) Ineabmens.
Technigan used soul acmals por group v als desrilasd.
28 dajx
Immerchizvctamiony  henbos
of the elnsr zerve Imumescrsos s
wriatks reree

28 dopx [GAT-PCR} 18 davn o9 doya
Exhaviarl Debondosd
wathy - [EEHET
ol Raoread

ISTELn - o a5t L3
wehick

ISTELn - o a5t L3
[ |

e

0K - o o a5t w
vibicks

MOK ACE - W o a5t w
e

 The sme e wire wand Sor buth lechniques.

Table 2
Priresey smidiealies weed 1roughoul the agaly.
Ampbad Awra by Bhzar Cor. member  Conrerereion
N rerd e rrd Bl pore Habbir  atdGF 12000
Lankin 6 Absamn Habbkir  aB15TE PR
) Absamn Habbir  ab85A PR
PR Rares Craa Habbir  SZITUTIA PR
T ik - ET51 PR

Table 3
Taghlan avays usd for the GIUT-PCH 1
Tioww Graid LCodm
Spizal cord Tnk M5 @l

IFHy Wrdi 1681 =l

Tl Wladl 2 1TAA LD ral

s Sl DT ]

Gapdd WrdIosIn4sd ral
Sciark mere S0 ¥l D 149751 ml

Fra Mo ml

Mph Wl 8 3445 rall

MOK mbee (an anlmal mode for e Duchenne musealar dyaropby)
Fiber degeneration & regoeendy preceded by a collapie el detmchment
of the hasal lasming of she sarcolemma, assceianed with an esmeclve in-
fMammatory process (MeDouall er al, 1990 Spencer of al, 2001k
Theseliee, most studic on DD are directad coclisively oo the s
lar sysiem. One of dese soudles (Rap e al., 1985), Investigared muscls
digererationregeneratlon eveles, from 2 weeks 1o 10 wesks af e
Their pesvalis ghovwed tha slvesdy at 2weeks of life the changes were in
snall seanensd ol of degererating myallbeils, survounded By eelloler
infiliraces, “pake” muscle fikbers, and small groups of regenerated musclk:
fibers with & ceneral cell nucleus. Evidence tha, between 2 and 5 wedks
of lile, peak micde degenemaibon oorurs o MOX mice, 20 thete & an in.
ereage 0 neceogs, syoffbed regeneration, and masked moascle weak.
ness maklog e fber socepdble o comtraction-inducsd injuries
{Coulien et &, 198R; Dangaln and Vebava, 1984 Pone 5 e al., 1995
Munrod er i, 193] Inihis eonnest, the evitical periced coours lrom &
1 & weeks af life, in che hindlsete of the MDY mice, which undergo
enpplodogical abecemalicies such as high seed rapdd muscle fepenes.
then, ramificaioes of the meele Mers, and functional deficit anribured
tihe redoccionm of the metabolle e (Dupenr-Yersteegden e a, 19504,
Radley-Crabb e al., 2004) Inaddizien, muscle degessrationmegenen-
thin proceses that eocur [n MO smice, proscde retagrade changes in
the neurasvecular Junctions and peripheral nevous system, with anin.
ereage [0 51009 proteing & 8 &nd 13 manths of age, inducing neancds.
generalve changes (Krishnan e al., 2030a; Krihnan e al,, 20200%
They speclfically alfecr the splnal alphs motcssurans, where an in.
erease In aaroglloals, raluction of symapiophysin and panial aod o io-
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el reiractions of pregmaptle enminals were Setected, malnly rype 5
Beouitons [exclaory glaamatergicl, indicating a reductian o spmapoe
activity o nine-moenb-old dysieophic admals (Simoees and Olivela,
2000% Al events mentionsd above, repeesent that motor and behav-
boral defSeins In DMD pacients and MO mice are probably no limiced
sl fber, we suggest that the mechan s coour [0 & commuracve
vy with e cemaral and perpheral nervols sysiem. Such evenrs ane
alsir assocdared with homeostatle instabillny, relaed 1o an incpeased in-
fMux of calelus jons, A rest and due 1o prodosged opening of vollage-
deperadent channeds in dysirophic muscle Ghes a1 the onsel of the dis-
cade In MDX miee (D¢ Backer ¢t &l, 2002 Lansman and Fradeo-
Obregin, 2005 Sucfiyna and Shchs, DRTTL In addioon, calebem siem-
min ofcms in e nervous system of tese dysirophic animals. Thus,
high calcbam lon mtrecdlolar eoncemaration, due o the deficit of dys-
mrapdiin in the Porkinfe granular aed cerebellar cells, aliers the cellalar
enmmunlcaken Gmpul, responsible Ior maloe a0 on-maier luineions
(Caudal e al, 2020 Sray of al, 200%, Tucken of al, 2015). Inconjuse-
mon with chasgges in calefum relesee, withour full-Jengih dyscrophdn in
DX, absarprion, and seduction of clushers of pecepoors o the posisy-
naptic membeane ake place, due oo failure of the acdn-bindiog dys-
mropiiEn Iy, 1o GhBAcrgle inhiblsory synapees [Caodal er al,
2027 Beilnlg et al., 2002 Kueh e al., 20013 Kueh e al., 2008; Lév @
al., TOOE)L TIus, foomuen, feads o an imbalanee n che cxelrancey aod in-
hibiey glutamanesrgle pahways, resohing in abocamal activiry of ke
actien patentals, Inducing seueological disorders amd behaviosal
chasgges, together with the aggravalons of myoasscrosis [n MOX mioe,
Stz y To Tne TOID Dndividaals (Face o al., 2013 Baeacll e al, 2020
Sy et al., 20131 One pessibilicy of creatment o allevlane this clinical
enndiiion & e ase of nelroprotesive dnugs, S & progaballn (PGR]
PGH [ A drug analegoas 1o GABA (Tassone ¢ al., 2007, whizh acts as
an amlecewulsant, via the o (ovpe § aubomd orvodiige-gatad caleium
chammels (Eian ¢1 al, 2006) and thus amenuanes tee inflo of calehum
inte the meuronal celd (B o al, 20011; Ha et al., 2008, We hypothesize
thin using 20 mg/kg of PGB foe soch a reduction, calebem exelotoaleiny
cin be minlmieed, impeoving e repencraton and recavery of msor
function via the modalation of excilarosy synapscs, togerter with and-
apopictie and and-nfammaneey efleces (B er al, 200117 Ha e al,
2008 I Guilmi eral, 2011:Liursi et &l., 20013 Meymandl @ al, 2017;
Erskine et al., 201 Hundehege et al, 2008, Tedewhi eral., 20161 Ma
previoe spady [n our laboraroey, we obeerved protectlye efecs of PGE
theough the preservarion of e symapoie nerwork, [ che miencenviram-
ereqir of the alpha £pine] moroseurans, daisng (he experimental aurods.-
e encephalazyellls (EAE) (50va er &, 2004). In ke same siudy,
e show that glial eeactivity was reduced inthe groap meaned with pre-
gabalin. Thus, since PGB promotes & sicroenvironmes favasable o
motaneirens, we hypothesize that @ can protect and asls aaonal ne-
grmwth i ke dpsorophle nerve sinee loes of symapscs aod glinsis have
Bt deseribend in MOX miee (Silva e al., 20141 ko parn, the presem
work almed &1 & beteer understanding af the moleculas, morphalogieal,
and fenetonal pesponses of the peripheral nervous system &fter PGE
mreaiment, optimizing the bi-direcdonal eommunicacion with the mus-
el sy in pesponse o The corsr e svascul i degeneralion that -
curs in MDX mice. We bedleve than the repalis heredn coniribure o the
development of new pharmacdogical siranegies, dming o alleviace (ke
symprosts of DMD padients, peoviding kpeoyesent of (2 motor cozadi-
k.

2. Marerinls and meilods
Z1. Anmak

CSTHLA1D and MDX mice (male, 5 weeks ald, 15-2100 g) wene ab-
taingd from the Mulddisciplinary Center Tor Biological Rescarch of the

Usiversity of Caspinas (CEMIB/UNICARME] and housed in the Labosa-
tary of Merve Repenerarion, Inaimaie of Blalogy, UNICAME. The axi-
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mak were kept under a ligh-dark epcle (127130) with contsolled em-
peratuee and humidiny and with water and pellered Tood ad Wbium.
The experlments were appeoved by he Commine: of Ethics [nthe Lse
of Anlmals (Insdmure of Blology - CEUAIB/UNICAMP, prowseal No.
ZTaT-1(AN2017) and carried oul aceanding 1o the guidelines of e
Brazilian College of Anlmal Experisenmacion. In polal, 68 mice wene
aged and optimized for ditferent technbques, groups, amd experimental
analyzes are Geralled o Table 1.

ZZ D raarmens

Thie mice were treated with PGB (Lyrica, Ffizes) 30 mg/kgsday dl-
Tuted fn 200 pl of 0558 Mard phesphare-buffered solutan (Aeymand ol
al, 2017; Erskine et al., 2019 Hundefege et al., 2018; Tedeschi er al.,
20146 Ha #1aL, 2011; Ha e1 al, 2008, In wehiele-meated mice, 200 pl of
QLT Ml phsphate-saline buffered sobmion (Vehicle) wis alminds.
neredl. Boah ieeamrenrs stamed on the frs day of 1he Sth week of age
and ended an e last day of the Bth wesk of Life. Boh pregatalin and
wehlide solutions were administersd iraperinneadly, dways & e
same time of the day_ ATl mice were emhanized on 15 frst day of e
inih week of Life

23 Collecrion amf proporanioe of Sies

The mice were arestherized whh an overdome of xylaxine [30 mgs
Kg) and kewsssine (300 mg Bg and undenwent thoracotosny followed
by mranscardial perfusion with 0L M socdiam phoasphane - Soaflened Salice
{FRE, with 0.9% Nall, pH 7.38] for RT-qPCR analysls. Mice designared
for walking mrack 1est and ImmoschBiochemicnl analyses wepe per.
Tused with a Gxailve solaicn (4% paralemakdehyde in 000 51 PES) fal-
lowilzg the PRS dnse After fixation, the sclace serves were dissecred
oot el mimiersed inothe same flgacve salulon ovemighe ar 4 °C I se.
g, the specimens were washed theee dmes with 001 M PBS, ten
immiersed [n g series of socnme solatlons (10%, 2%, and 30%, 24 h
each] for eryopreservadon. The samiples were then soaked o Tme.
Tk, Brapen bn n-hexane ar a coneolled tesgeranine [-25 "0 -30 °C),
and spored &1 -2 T

103

Molecsler and Crilfidyr Soroecbmes oo faaa) JIAT?

24, imeninokisochemiory

Langindinal seeiors of selmle nerves and eranlal tblal muscles,
12 g thick, were oualesd using A cryastar (Miencm, HMSZS) and
mransferned o gelacinized microscople slides, s spored &1 —20 °C unil
i, For Immunchispeshessiany, the slides were placad Al poam temgssr.
arare, and the sections were delineatad with a hvdrophoble pen (FAD
e, Slgma ZATTAIL). The slides were mansfemed o & maokst chamber
proteciend froen Nght, The secmions weee [meverted Do 001 31 PRS
{3 = 5 min cack}), and [neubased with 150 pl of Bocking solaion (3%
s baowlne albvamin in 0.1 M FES] lor 45 min. Subssquesaly, the pri-
srary andibodies (Table 2) were dilured in&n faeubaon solubon (1.5%
s Deowines albamin and 0.2% Tween in.1 M PES), and e sevtions
wiere incabared for 4 hoar room remperacme, Aftee the inoobarion with
the primary andbodies, the sectdons were wished with 0.0 M of PBES
and [rubated with the appoopriane secondary antibody (anil-rabbic.
Oy 2 or soal-mouse-Cy 3 Jacksan Immunorescarch, 1:5000 for 45 min.
The g=ctions were agaln washed with 0001 M PES and eovered with a
eaverslip with glycerin/PES (11). The slides wese obeerved with an
efiloorescence micraseape [Lelea DMBRR00] and doramented with a
dighal carera (Leica DRCIASEX), using specife fles acconding oo sal.
ondary antibodie= For guancification, three pepresentadive images of
each specdmen from each experimental groap weee selecoesd. The inne.
arated desslny of plaels, repeesenting the inensiny of Immunesainkng,
ik e e [n lengl redined seoilons of the sciacie nerve and the quas.
nSeaton of motor erdplates of eranfal dbdal muscles was cansd cm
g Imegel soffware [verslon 1.33a, Natlonal Beninmes of Healih,
U3A). The messuremsens were aoquirad loe sach aaimal, aoed then e
i £ standand ernos of the mean of each experimental group was
caloulaned, arad, using these values, comparlaons bepwesn groups wene
mmade.

25 Realrime PCR (gRT-PCR)

251 Eping! cord
The tofal ANA wis exmracted using the TRIzoI™ peagent (Inviteogen,

catadog mmber 15595026), followisg the manulacmer's Insouetions,
For thar, 1 mL of TRIno] wes added po the samples, followed by homeeg-
enlzarion with Pollros®. The eoseesararion of RMA and guallty of ik
samples were mepsared s nanophotcere ey consldering (2 ratlos
ADE0 IR0 and A260/230 The cDNA was synhesizad eom 1.0 pg of 1o-
1] AMA with the High Capacity kit [Thermo Fisher Selenifie, code
4358814} aecording po the masdeeiuees’s nsoucilons. For POR see-
mins, cDHA wis wsed & seople [na 10 pl reactl on containing nucle.
ase-Toee warer, Taghlen assays [Table 3], and Taghlan Gene Expression
Master Mix (Applied bissysiems, code 4350016), always o tepllcares,
The emtipe RT-qFCR procedune wes pefoemed ono e Srraragesss
MEO0EP (Agiles) strumentation plaform. The thersal eypeling eos-
ditions wsed were 95 °C for 10 min follored by 45 eyeles of 95 0 for
15 5 and &0 °C for 1 min The reference gene Hpml was teaed and vili-
dared by che Best-Kesper softamne and used & the nomallzer. The ne.
sults were caleulaed wsing the 257 meibed

252 Ecioic mave

The2 total RNA wis extracted wsing the REessy MIero kit [Qulagam,
TA004} folloing the manulacoarers inaructons. The concesaraion of
RMA and qualiy of the srempls wene measured in @ nasophonmeses
cansidering the ratlcs AZ60,/280 and AZE0,230. The cDMA was synihe-
sized Brom 171 ng of toral ENA with 12 High Capacity ki [Therma
Filer Scientifle, code 4368514, accoeding e the masufermers i
stractiors, For POR reacrions, cDBN wias e a6 a sample inoa 10 pd re.
action contalodeg nuelese-dres waner, Taghlan aways (Table 3), and
Tagian Gene Expresslon Master Bix (Applicd biogysems, code
4353016]), The entire ET-qFCR procedurs was performed on the Sieaa-
gene Mx3005F [igilent) inarumestation platfzem. The thermal eyeling
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Fig. 1. Anti-eurcfilienent Snrmanca taining of leegetadinad sciatsc nerve sections, revesdang Iabeling tpeegubitioes fullowing PGB adminstratios. A sl C - CS7ELS
10, B smd D - MDX. £ - quantificstion of the integratind demily of pooels and ststsdicd sigaificance of intergrowp comparsoms, **'p « 001 **** p < 0.0001.
Mizer = SEM. Scale bar 50 pr=

L
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conditiors used were 95 'C foe 10 min followed by 45 cycdes of 95 °C
for 155 and 60 °C for 1 min. The reference gene Gapdh was tested and
validared by the Best-Xeeper saftware and used as a normaalzer. The re-
sulis were caloulared using the 2-3457 merhod

26, Moror fussciion nest

The functonad analysis was evaluated using an automated walking
track system (CarWalk System, Noldus Ine., Netherlands) in which the
animal can walk spoatancously, oo a glass placform iluminared with a
areen light, highlizhting the footpeings when the pans contact the walk-
way. Thoee runs were recarded by a highspeed camera placed undes
the carwalk, and the dara was analyzed using Car'Walk XT 1006 soltware
(Nokdus Ine. ). The sciaric function Index (SF1) wis calculaed acoording
1o the following foemula: SF1 (Insersa er al, 1998)= 1189 ((ETS -
NTS)/NTS) -51.2((EPL- NPLI/NPL) -7, 5, where N - normal side; E - ex.
perimental side; PL - peing lesgth; and TS - toe spread. For adaptation,
the mice were placed Individually in the system to walk for 10 min for
three days before the Deginning of the experiments. After four days of

*
*
.
\J L
W vex

reatment from the beglnnlog of the experiment, the footprints of spoa-
taneous walk were collected every day for twenryJour cossecurive days
ar the same time and eavironmental conditions. Mice were allowed 10
move freedy in both divectiors with 2 nenning tme between 0.50 and
55 a maximum allowed speed with & 60%6 variation. The camera gain
was et 1o 25.01 and the limir desection 10 0.25. Four compatidle runs
were kept and analyzed

2.7. Balonce amd metor coordinarion st

Balance and motor cocedination were evaluited oo the Rota Rod
(Eesigha, Brazll), which coasists of a rotaring cylinder operating & ihe
system of continuos speed, with progressive and cossan acceleration
from a minimum of 5 RPM o a maximum of 37 RPM, with & 6.min
mamp between minimam 1o maximum rotation. The device individually
monitored the performance of four animals at the same time, and each
compament has a system foe detecting the fall of the aaimal through
Impact 10 allow determining its time and revalutions per minute that
the animal remained [n the cylinder. In this tesr, the mouse is placed on
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Fig. 2. Anli-lamsin taining of kg

dinal scdatic nerve scsors, revesding ladbeding upeegulatios Sllowing PGS sdmmivingion in MOX mice. A ed € -

CSTBLAO, B sad D - MDX. E - quastificasion of the integrated dernily of peoelds and atatistion] sgnifioace of indeproep compesivom. **'p < Q01 ****

P o< 00001, Meun = SEM Sode bee 50 gm

the cylinder, making it nevessiry 1o canry cut all postural adjusiments
by coardinating the movemenas of the four limbs 1o remain & the de-
vice. Previcusly, CS7EL/10 anlmals were trained 1o adjust the level of
difficulry wied in the protoood, & [t s the coatrol strain. For three can-
secutive days, the anlmals were subjected (o a peagressive acccleriaion
adaptarion from 5 o 37 rpm, therefore the same acceleration used in
the experiments. The flest teit sesslon, on the efghth day of wreaiment,
wias perfoomead to estabiish baseline parameters for cach animal. Subse-
quently, Six moee sessions were perfoemaod during reamment, one week
apart.

2.8, Srarictical analyss

All data are expeessed as the mean + standand emvor of the mean
(SEM), and F < 0.05 was considered significant. Stacistical analyzes
were performed using GraphPad Prism (version 7.05 for Windows,
GraphPad Software, LaJdla, Califeenia, USA). Foe immunastaining and
guanrification of PCR, ane-way ANOVA was used followed by e
Tukey multiple comparison test. Foe functional recovery and foeced lo-

camation test, data were analyzed by one-way ANOVA followed by
Tukey's post-test when compariag vehicle and Pregabalin trearmeent, loe
possible intergroup differences

3. Resules

2.1, Pregadalin proteces axons amf seotor places of the craniaf nibdal mescie
of MDX mice

After twenry-elight days of treatment, the seurofilament immunas-
txining obtained from the peripheral nerve of bath strains (Table £) de-
pécts a significant loss of labeling in MDX mibce, as compared o CS7BL/
10 counrerpat (CS7EL/10 and MDX, **** p < 0.001, Fiz. 1A-E). Im.
poetandy, treaamest with PGE, result in moce intense seurafilamesns ex.-
pression boch in CS7EL/10 (CSTEL/10 vehicle and (S7BLA0 PGE, ***
p < 0.001, Fig 1A and ©) and in MDX mice (MDX vehicle and MDX
PGB, **** p < 0.001, Fig. 1B and D). The comparison detwoen strains
revealed thar PGB lgeove MDX Ladeling, although i his 001 reached
cantrol levels.
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Fig. 3. AntiS100

tazing of )
Mezer = SEM. Sode Bee: 50 gm

Laminin immunolabeling indicates Jow expression in the MDX, sig-
nificanzly lower thaa [a CGS7BL/10 mice (**** p < 0.001, Fig. ZA-E)
However, an increase in laminin expeession i the peripheral nerves of
MDX mice doe 10 treatment with PGB could be olserved
p = 0.001, Fig. 2B, D, and E).

To betrer investigate the effects of PGB an Schwann cells, we evalu-
ared e immunceeactivity agalnst calcium.bindlng S100 peoteln, ob-
served significast upregulation in MDX mice, (vedicle, **** p < 0.001;
PGB, *** p < 0.001 Fiz 3\ and E). Whea treed with PGB bodh stralns
sowed downregulation of S100, being more significant [n MDX mice
(C57BL/10-* p < Q05 Fig. 3A, Cand E; MDX -**** p < 0.001, Fg
3B, D and E). Data are detailed [n Tabie 4.

In addiden, PGE meatment yesulis in decveased expecssion of
PPSNTR (Jow-alfinity receptor for neurotrophing) being mare promi.
nent in MDX mice (*** p < 0.001, Fig. 4B, D and E, Table 3), since in
the vehicle dystrophic animals the immunoreactivity was greater than
in the PGB counterpart (*** p < 0.001 MDX vehicle, Fig. 4B and EL

The motor endplates evaluation depicted & deficit in MDX dys-
trophic mice as compared 1o CSTELA0 (**** p < 0.001, Fig. SE, Tahk

[+

pitudind selatic nerve sections, revenlag ilving dowsregubitios fullowing PGB sdreimivrwson A and
and D - MDX. E - quensScatics of the strgnded dimaty of piads and statistical syreScance of intergrog compeisone **'p < 0.04; ***

L= CSPEL0 B
*p o< 00001

£). bmpostandy, treamment with PGB increased the number of neuro-
mseular junctions [n the comtral strain (*** p < 0001, Fig. SE), ban
also preserved the morphology of e motor plates n MDX mice, in.
creasing cellulariny in the nerve erminals, given the DAFL positive ou.
cled otservarion (Fig. D).

3.2 Cyrokine rerogrode spinal cord immenomodedation by PGS meamment

Gene trazseript Jevels of pro-infammarcey genes for TNFa and
IFNy (Fig. &A and B), anti-inflamearosy teasseripts foe TGF-fi (Fig. 60),
peurotrophic factor BONF (Fia. €D), and growth assodared protein -
GAP43 (Fli. 6E) were evaluared 28 days after treatment with PGE.
TNF.u, [Ny and TGF-fl showed a significant increase in CS7EL/1O fal-
owing PGB treatment (* p < 0.05, ** p < 0.01). On the coarrary, PGB
results in Somneegulation of BONF gene ranseripts in CS7EL/10. 1n this
regard, MDX presented relatively Jow Jevels of such gene, with a rend
of upecgulation foliowing PGB administration. As for GAPA3 gene ex.
pression, PGB led 10 a sigaificant downregulation in CS7EL/10 mice, al-
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Fig. 4. p?SNTR (Jow-adfirty punasurctropln receptior) imesmsadaining of hegeaulind watic msave wctiony, revedng hilving dovaregulation Sllowing

PGB adminbtzation A and C - CSPHLA0, B und D - MOX. E - quatifiction of the stvgneed dmsty of pocels sl statistical sgreSoance of indergrowp

compestiwm. ‘Y < 001 Mea = SEM. Sode bar 50 gm.

hough it was unchanged in MDX animals. All data are degadled In Table

"

3.3 PGB madlfies dasal kewels of Schawann cell gene rramsoripes ée the scianc
nervwe

Transcript Jevels of myelin basic protein - MEP were dowaregulared
in MDX mubee as compared 10 ¢S7EL/10 regandless PGB reanment. Nev-
enbeless, PGB adminiration indicated & wrend of wpregulation in bah
groups (Fig. 7A)

S100 gene wanscript levels showed significant wpregulation in the
cantrol growp treated PGB (*** p < 0.001, Fig. 7B). Analysls of the
PTSNTR gene transcripts demonstrieed that PGE treatment downregu-
laed CSTBL/L0 10 MDX Jeveds (*** p < QU001 Fig. 7C). The quantifica-
tioa data are detailed in Table 5

3.4, Treamoent wich PGB Improws gair performeance (n MOX mice

MDX mice showed a sigaificant deficit n motor pesfonmance, seen
by the rotared sesz, resulting (o the reduction of the dme spent an e
rotaring dar s campared 1o e CS7BLALO (Fig. 8 and Table 6 Impor-
tanaly, the wreamment of MDX mice with PGE group tended 10 reduce
even more (he tdme on the rotiaing cylinder, [ndicating an uncxpected
slde effect. Neventheless, from the 21t day of treatment, MDX mice .
proved and reach control leve of performance that was kept uniil 1he
experiment eadpaoint (Fig. B)

The locomotion performance of the experimental Zroups was evalu-
arted by the spentancous walking tack test (CGaWalk system). Thus, the
functional sciatic functional Index ~ SF (Fiz. 9), confinmed previous
dara thar MDX straln peesents around 30% functional deficir as com.
pared o the CSTEL/10 mice. PGB wrearment improved SF1 so thar at
certaln timepoints 0o statistieadly sigaificant differences could e seen
among stralss. That became clear in the experiment endpolnt, where
vehide - mreated MDX mice were significandy wosse than the other ex.
perimental groups (** p < 0.01, Table 7h
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4. Discussion

Duchenne muscalar dystrophy (DMD) Is a diesse that cases peo-
gresive muscle degeneration, induced by a genetie deficiency of dys.
trophin (Chan and Head, 2011). In young animals, peak disease [s seen
around 6-8 weeks of life, when myadibeils of the hind limb muscles, in
MDX dystrophic mouse, show widespread degeneration, chronie in-
flammaticn, mycaecrasis, combined with eyeles of regeneriion
(Ceingell, 19951 It is emphasized that during myofiber degeneriion
and regencration, the bidirectional commumication berween the motos
axon and the musele fGhers i mpalred due 1o fragmentation of e mo-
tor endplate. In tum, the nearomscalar junctions are alfected and the
axonal terminal ensers in a degeneration/regeneration cyde (Sadeh et
2). In addition, there &s also a veductian in the active area of pre-
synaptie terminals [n sssoclation with the pasisynaptic membeane, re-
suliing in the decline of mscle coarractiliny (Grady et al., 2000, Pram et
il 2013). Previous studles in our labaratary showed thar neurosmscu-
lar changes retrogradely alfect the microenvircament of the peripheral

nervous system. In line with thar, we found aberrant myellnated axons
in the sclatic nerve of S-week-ald MDX mice, 1ogether with signs of hy-
pomyelination (Simbes ¢1 al, 2014 an and Sandow, 1979). The
severity of DMD [s, in tum, not restricted o the sscular component
bunt also affects the central and pesipheral nervous system (Ci

2020; Licurs et al, 2012 Dhindsa et al., 2020; Lidov, 1996 Miranda ¢t

al egal,

al, 2016; Simoes and de Oliveira, 2012). lnpartantly, seurans trom dy-
strophie mice shaw alterations in the developanent of axons &nd synap-
tic petworks in the central nervous system. In this regard, peevious data
have shown moee intense synaptic detachment and a significant de-
crease in synaprophysin expression in spinal coed alpha matonewrons of
MDX mice. This has been interprered as a reduction in synaptic activity,
in addizion 10 an increased yeactive astrogliosis and microglial reaction
(Zeman and Sandow, 1979).

The present resulis on selatie nerve morphology demonstrate signifi.
cantly rodoced nearclilaments immunclabeling in MDX mice. Since
they contribure 1o the axon eyioarchitecoare and regulate rasspoet of

metabolle and structurad dements in bath retregrade and anterograde
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of Irlment with PGH "p = QUi **p = L3 "% o Okl Mean = SENL

Table §

Eelative Imunsript prme sapricden in the spensd ol and seisse mere efier
POH ensimimt

[ -]

Tionw Carem  [RWebicle HFa MOXVrhiclh MDNGGE

Spizal cord Teka ZIA 011 &0% =z LOO 107 = OLEW 1LIR = Q17
Erry DEZ x QS L1I =z dld 070 = DIl 04T = 41l
Telll 150 x 21X &30 2 427 10O = OIS 079 x Q0%
Gapdl 130 x DI SaF x b 100 - L4 180 @ OO0
Bedrd 470 x 020 S35z O07 O = D13 Z50 © 4%

Slatk e 5100 140 x Q18 IAT z 417 LD = o LIT x 4ll
e 127 = 115 137z 455 LDl = ol 1L.E1 = &1l
Mpt 18 x Q& 1328z 017 L0z oS 132 @ Qld

directions, the downregulation atserved indicares a pathologicad condi.
tlen. In line with thar, decoeased laminin expression, has been relaed o
periphenal neuroparkies, conrbuing o the deflell in gerve condue.
tlinn, especially in humans and MDY anime as comparsd 10 CSTALALD

MEP

|::.£

F

(Erishman e al., 2030a; Kishoan e al, 20200 Simfes e al., 2014;
Courtf al., 200; Receminsky e al., 1978; Shoeer of al., 1995; Sunada e
al, 1995 Widal & &l., 2013; Yu 1 al, 200, Yusn & al, 200Z), Toeat-
erenr with PGHE resultsd in more nrense seurafilament ecpression in
Ecth CSTHLALD and MO mice, suggesing axonal sprouding &l mone
ocoganiaed formacon of growth cones, which [ porn enhaseed pepale
machanlsms, miyelinacion, &ed gain ol foseilon egpecially In MDX mice
{Simoes and de Oliveira, 20125 Marques e &l., 2007} OF noae & the Ab-
senee of @ direer cosveladion berween e Immunohistechemiary and
GRT-PLR resules, regarding 5100 and pTaNTH, indicalleg thal penc ex.
pression proflle s significanly differem than the protein levels. Thus, b
= presibile that npermedise mechanisms ke place in berseen ke
ERNA expeeslon and the procein trassladion. Sinee we did o1 invesd.
gale such events, fumher siudlies will be secsgary o undesand soch
findings. Neventheless, the Immunshisrehemizry daa comelated bet.
ner with the behsvior counterpast, reinforelng thar POE imearmen ne.
sl i key protein expreslon and clees 1o sormal msne feseilon

Falatig Fupaanas (1™ gm

Fig. 7. Relalsee gpueslificwSon of gens Enmseipl exprssen of opelin basde protein MBE (A1, SU0D (E], and pPENTE (C) & the scialic neree, followsg 26 iy of

Ervabmemt with PGHE. *p = 0005 ""%p o 0001, Mean 3 SEML
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An [zgportant Mndisg of the present wook 5 tar the adminisraion
of PGE peeserved the mosphology of the motor endplates in MOK mise,
inceeasing the number and the cellulardty in the nerve endings, given
the chservation of pasiiive DAPL nuclel This may ndleate reparacive
respanses of Beurars and Scleeann cells, such as Axon spEoUng 1o-
wands regeneraied meele fibers, eariburing 1o he MDX miee im-
provements seen herein (Marques of al., 2007; Brigeet and Rucgg
20 Lyans and Slarer, 1991). Parrher, PGB did moa aleer the expeession
of the GAT4S gene o MO animals and showed reladvely Jow levels af
BONF gene manscription, reisforcing the enhasced homeosiasks [Blum
and Fonnenh, 2005 Comim o al, I01%). The signifesnt increace In
THNF-u, [y, a0 TGF-f in C5PEL/10 animals, howeyer, polot o possl.
ble side effecs of the dug in goomal anlmals [Goswamd o al, 1999
Lalmeini &1 &L, 1795 Liu et al, 20151
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MDX mice showed & signifless deficly n s pecformasse, as
seeqt by the fopesd locomation 1es on the rolansd, which was momen-
taxily aggravaed by POE adminrradon. Such gde elfecr, inoane hand,
s experted due o dizdeess and somnolenes relared o gabapentin
amalog drugs. On e oiler hasd, prosomaon in MOX mioe may proes
striabed mmuscle, prevesaing che sggravation of moos place fragmenta.
tian, as @een ke alpha-bunganoiosdsn labeling [Doman e al., 2018;
Teellos er &l, 2010} Nevemhedsss, the MDX animals dessonsoraned
Tuncrional adapaion po foredd rainleg after the thied iraining session,
seaching conmol kevels Brom the 2051 day of Irearsssnr

The Jocomaotor performence mesured by e walking crack ea
(CarWalk system], conflrmed thar the MOX smaln hes & galr defich
(Slmdes et al., 2014; Siweces and de Oilvedra, 2012 Impameanily, e
el with MGE impeoved maoter funcdion, nesoling in a mose segalar
walking panem n MOX mice, £0 that & conedn inaasoes, no statlrical
dilferences were olserved benween soralns, This became clear a1 the ex.
peeriment endpolon, wheee vebicle-mestad DX mioe weee signifcamaly
wiorse than the other cxperimental groufs, posibly Gee 1o the well-
establishiad aome phase of the degeneraton cyeles (Caudal ecal., 2020;
Al et al., 20005 Larcher e al., 2014 ‘Wells, 2015}

In conclusion, e pelis presenced hercln support that PGE pro-
moies A fvorable microenviraesent for neanosal and glial bosssaai.
sz leading to procection, regenertion, and srengihening of MO mio:
{Teadechi e 51, 2015) Egoally, POE induced modalaing effecis n pe.
slpterad axces and Schwann cells, improvisg Bdlsecdonal cosevanicn.
tian berwes neanods and the e musele. In mum, the pregent reqalis
ingdicane thar pregabalin is effective in proteating the PNS during the de-
welapiment of DM, Impeaving Eetor codrdimarion, soggeaing ol
mranslanion o the clinie
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