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Resumo 

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doença genética ligada ao 
cromossomo X induzida por mutações no gene da distrofina. A distrofina anormal 
leva à degeneração das fibras musculares, resultando em alterações retrógradas 
que afetam o sistema nervoso. Assim, drogas neuroprotetoras, como a pregabalina 
(PGB), podem melhorar a função motora por meio da modulação das sinapses 
excitatórias, juntamente com efeitos antiapoptóticos e antiinflamatórios. O presente 
trabalho teve por objetivo estudar os efeitos da PGB na preservação axonal e sua 
capacidade de sincronização da regeneração axônio/fibra muscular, após lesão de 
nervos periféricos distróficos e não distróficos, permitindo melhorias nas respostas 
motoras em camundongos MDX. Para isso, camundongos MDX, modelo para DMD 
e C57BL/10 (linhagem controle), divididos em três experimentos, na parte I sem 
lesão nervosa periférica e partes II e III com lesão unilateral de nervos isquiáticos por 
esmagamento na sexta semana, foram tratados assim que completaram cinco 
semanas de vida, com PGB (30 mg kg/dia, i.p.) ou veículo, durante 28 dias 
consecutivos. Período de pico da degeneração muscular com aumento da 
mionecrose, regeneração de miofibrilas e fraqueza muscular. Os camundongos 
foram sacrificados, na nona semana, devido ao período crítico de mionecrose, 
inflamação crônica, regeneração de fibras e déficit funcional. Os nervos isquiáticos 
ipsi e contralaterais à lesão foram processados para imunoistoquímica e qRT-PCR, 
avaliando a expressão de proteínas e transcritos gênicos relacionados à atividade 
neuronal e das células de Schwann. A intumescência lombar de animais sem lesão, 
também foram processadas para qRT-PCR, servindo de referencial para o estudo da 
expressão de fatores neurotróficos e citocinas pró e anti-inflamatórias. Músculos 
tibiais craniais foram dissecados para avaliação das junções neuromusculares pelo 
uso de α-bungarotoxina. Na morfometria, nervos isquiáticos foram analisados em 
secções transversais semifinas. A recuperação da função motora foi monitorada 
durante todo o tratamento, por meio do teste de marcha espontânea (sistema 
Catwalk) e do teste de locomoção forçada (Rotarod). Os resultados mostram que o 
tratamento com PGB, reduziu, da quinta à nona semana, na linhagem MDX, os 
efeitos retrógrados da degeneração/regeneração muscular sobre o sistema nervoso. 
Tal fato foi confirmado após lesão nervosa periférica, mostrando melhor adaptação e 
resposta dos neurônios e glia para regeneração axonal rápida, com direcionamento 
eficiente do sítio alvo em fibras musculares normais e/ou regeneradas. Não 
observamos efeitos negativos do tratamento, que modulou positivamente a 
expressão de proteínas pró-regenerativas nos neurônios e células de Schwann. A 
avaliação morfométrica se mostrou alinhada com a melhor morfologia axonal e 
preservação de placas motoras, resultando na otimização da função e coordenação 
motora de animais distróficos. Acreditamos que o tratamento com PGB melhorou o 
equilíbrio entre as entradas excitatórias e inibitórias para os motoneurônios 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 proteção do SNP durante o 
desenvolvimento da DMD, melhorando a coordenação motora, o que pode, por sua 
vez, ser traduzido para a clínica.  
 
 

 



 

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 I without peripheral nerve 
damage and parts II and III 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 qRT-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 α-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. Introdução 

1.1. Distrofia muscular de Duchenne 

A Distrofia Muscular de Duchenne (DMD) é uma doença genética de 

caráter recessivo, em que o cromossomo X sofre mutações espontâneas 

gerando um defeito na codificação do gene responsável pela produção da 

distrofina (1-4). Essa proteína tem papel fundamental durante as contrações 

musculares, o que mantém a integridade das fibras. Sua ausência é 

caracterizada por degeneração 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 

laboratório. A degeneração das fibras é frequentemente precedida por um 

colapso e descolamento da lâmina basal do sarcolema, associado a um 

extenso processo inflamatório (5, 6). Portanto, a maioria dos estudos sobre 

DMD é direcionada exclusivamente ao sistema muscular.  

Ray e colaboradores (4), investigaram os ciclos de degeneração / 

regeneração muscular, de 2 a 10 semanas de vida, em camundongos MDX. 

Seus resultados mostraram que, já com 2 semanas de vida, as alterações eram 

em pequenos focos dispersos de miofibrilas em degeneração, circundados por 

infiltrados celulares, fibras musculares “pálidas” e pequenos grupos de fibras 

musculares regeneradas com núcleo celular central. Esses achados foram 

considerados evidências de que, entre 2 e 5 semanas de vida, ocorrem 

degeneração e subsequente regeneração muscular em camundongos MDX, 

havendo aumento da necrose, regeneração miofibrilar e fraqueza muscular 

acentuada, tornando a fibra suscetível a lesões induzidas por contração (7-10). 

Nesse contexto, os períodos críticos ocorrem de 6 a 8 semanas de vida, nos 

membros pélvicos de camundongos MDX. Assim, ocorrem alterações 

musculares, com presença de núcleos centrais, incluindo mionúcleos 

apoptóticos, mobilizando células satélites com maturação incompleta. Durante 

esse período há prevalência de déficit funcional atribuído à redução da taxa 

metabólica (11-14). 

1.2. Sistema nervoso periférico de camundongos MDX 

Os processos de degeneração / regeneração muscular que ocorrem em 

camundongos MDX, promovem alterações retrógradas nas junções 
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neuromusculares e sistema nervoso periférico, como aumento das proteínas 

S100β aos 8 e 13 meses de idade, induzindo alterações neurodegenerativas 

(15, 16). Estas afetam especificamente os motoneurônios alfa do sistema 

nervoso central, levando ao aumento da astrogliose, redução significativa da 

expressão de sinaptofisina e retrações parciais e/ou totais dos terminais pré-

sinápticos, principalmente do tipo S (excitatório / glutamatérgico), indicando 

uma redução na atividade sináptica em animais distróficos com nove meses de 

idade (17).  

Todos os eventos mencionados acima, representam que os déficits 

motores e comportamentais em pacientes com DMD e camundongos MDX, 

provavelmente não se limitam às fibras musculares. Assim, sugerimos que tais 

desfechos patológicos, ocorram de forma comutativa com o sistema nervoso 

central e periférico, pois os músculos são dependentes da inervação para 

manter-se funcionalmente ativos. E fibras musculares em degeneração, 

resultam em fragmentação da placa neuromuscular, induzindo desnervação e, 

por consequência, falhas de neurotransmissão (5, 18-20). Tal perda de 

inervação provoca alterações no corpo celular dos neurônios, denominada 

cromatólise, que incluem edema do corpo celular, retração de terminações 

sinápticas, deslocamento do núcleo para a periferia da célula e a dissolução da 

substância de Nissl, ocorrendo assim, remodelamento da glia adjacente no 

microambiente periférico(21-23). 

Todas essas alterações são interpretadas como remodelamento do 

estado funcional dos neurônios lesados, passando de um modo de transmissão 

sináptica para um modo de reinervação (brotamento), sugerindo que também 

possa ocorrer em camundongos MDX, devido as alterações nas JNMs, em que 

os neurônios direcionam seu metabolismo para a recuperação da lesão 

retrógrada (24-26). 

1.3. Lesão mecânica no Sistema Nervoso Periférico de camundongos 

MDX 

A fim de melhor compreendermos os mecanismos e limitações da 

regeneração do SNP de camundongos MDX, estudamos modelos de lesão 

nervosa periférica, que foram propostos e pesquisados por diversos autores e 

que possam ser aplicados em nosso projeto. Seddon & Sunderland, 
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descreveram tipos de lesão nervosa. Neuropraxia ou lesão de grau I a mais 

leve que bloqueia a condução dos impulsos nervosos, mas sem lesionar o 

perineuro e axônio, recuperando em horas, dias ou meses. Axonotmese que 

subdividem nos graus II, III e IV. Grau II, que lesiona o axônio, com 

preservação da lâmina basal e endoneuro. Grau III, lesão da fibra nervosa 

(axônio e endoneuro) com prevalência de déficits funcionais. E grau IV, 

refererindo-se a perda de continuidade axonal, do endoneuro e perineuro, 

visto em lesão por esmagamento e aplicada em nosso projeto. Tornando-se 

uma técnica bastante utilizada, em razão da redução de danos, devido ao 

incentivo da regeneração axonal espontânea e direcionada, através, da 

manutenção da integridade do tecido conjuntivo do nervo (epineuro). 

Diferentemente, da neurotmese ou lesões de grau V, que relata o tipo de 

lesão mais grave, com ruptura de todo o nervo e tecido conjuntivo com 

comprometimento sensorial e funcional (27-30).  

Nas lesões em que há perda da continuidade axonal, diversas 

modificações celulares e moleculares se desenvolvem imediatamente após a 

lesão com a finalidade de remover o segmento danificado e promover a 

regeneração axonal e assim, a recuperação do nervo lesionado (31). No 

segmento distal à lesão, os axônios desconectados dos seus respectivos 

corpos celulares, juntamente com a bainha de mielina, iniciam um processo 

inflamatório denominada degeneração Walleriana (DW), que atua sob dois 

mecanismos distintos. Primeiro, axônios desconectados do soma, executam 

desmontagem por dissolução do seu próprio citoesqueleto, devido à cascata 

de sinalização e fragmentação da bainha de mielina. Segundo células de 

Schwann (CS) destacadas do axônio e macrófagos no microambiente lesado, 

fagocitam os detritos resultantes (32-35). 

1.4. Reparação do nervo periférico e matriz extracelular 

Eventos como reorganização do espaço endoneural, mudanças nos 

componentes da matriz extracelular e elevação da produção de neurotrofinas e 

citocinas na DW (36, 37), atuam para criar um microambiente pró-regenerativo 

no coto distal ao local da lesão, necessários para estimular a regeneração 

axonal nos cotos proximais. Por meio de brotos axonais, que terminalmente, 

formam cones de crescimento, para exploração do microambiente através de 
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movimentos constantes a fim de promover o direcionamento preciso da 

regeneração axonal em direção ao órgão-alvo (34, 38, 39). Cones de 

crescimento, estruturados por microtúbulos, microfilamentos e filamentos 

intermediários (neurofilamentos), mantém o calibre axonal, regulando o 

transporte vesicular e condução nervosa (40-43). 

 Além disso, componentes da matriz extracelular como a laminina, 

sustentam o crescimento e mielinização axonal periférica, bem como as JNM 

(44). No entanto, estudos demostram, que camundongos mutantes e indivíduos 

com distrofias musculares congênitas, apresentam ausência de isoformas da 

laminina, alterando assim as atividades homeostáticas das CS, exibindo 

descontinuidade da lâmina basal, consequente hipomielização e 

desmielinização axonal com redução da propagação dos estímulos elétricos 

(44-51). 

1.5. Funções das Células de Schwann no processo regenerativo 

No sistema nervoso, existem quatro diferentes classes de células de 

Schwann maduras. São elas: CS satélites, localizadas nos gânglios periféricos, 

CS perissimpáticas conhecidas como (CS terminais), CS mielinizantes (CSM) e 

CS não mielinizantes (CSNM), localizadas no nervo periférico. Respaldadas em 

sua morfologia e composição bioquímica, por exemplo, da proteína básica de 

mielina (Mbp), que participa do diâmetro das fibras nervosas e compactação 

das camadas de mielina (52, 53), atuando efetivamente durante os eventos de 

transmissão e plasticidade sináptica (54-56). No entanto, a perda do contato 

axonal faz com que as CS se diferenciem e assumam características 

fenotípicas de CSNM, indispensáveis para a regeneração do nervo. As CSNM, 

atuam neste processo através da síntese de moléculas de adesão celular e 

fatores neurotróficos, responsáveis pela elaboração de uma membrana basal, 

que contém várias proteínas da matriz extracelular, denominada banda de 

Büngner (57-59). A banda de Büngner, atua como um canal dentro do qual o 

crescimento axonal é guiado, alojando as moléculas de adesão celular, 

juntamente com os fatores neurotróficos que são essenciais para o crescimento 

axonal no interior deste canal.  

As moléculas de adesão celular promovem orientação e adesividade dos 

axônios e CS, enquanto os fatores neurotróficos correspondem a agentes 
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tróficos específicos que aumentam a regeneração no coto proximal da lesão 

(60-62). Por sua vez, cada axônio envia um grande número de brotos que 

atravessam o local da lesão e continuam seu crescimento no interior das 

bandas de Büngner, cuja ausência na sua formação pelas CSNM, no coto 

distal, dificulta fortemente a regeneração axonal, que normalmente resulta no 

aparecimento de neuromas (63).  

Bandas que também atuam na mielinização dos axônios, após 

brotamento, promovendo substrato rico para o crescimento axonal, através da 

síntese de vários fatores de crescimento. Como o fator neurotrófico de 

crescimento do nervo (NGF), o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), 

entre outros, garante-se o desenvolvimento, manutenção e regeneração axonal 

(64-69). Todos esses processos dependem da interação, inicialmente, com o 

receptor de baixa afinidade para neurotrofinas (p75NTR). Possui efeitos 

pleiotrópicos, quando ativados promove sobrevivência e/ou morte neuronal (70-

72). É intensamente expresso em células de Schwann, seu aumento indica 

redução nos mecanismos de reparo (73, 74) e sua expressão reduzida na 

imunoistoquímica, após lesão nervosa periférica em camundongos MDX, indica 

diminuição na capacidade regenerativa (39, 75, 76).  

Lesões nervosas periféricas, induzem aumento do influxo de cálcio no 

axoplasma de axônios dos neurônios lesados, em associação com abertura de 

canais de cálcio voltagem dependentes (77-79) e conseguinte aumento das 

subunidades estruturais α2δ (tipo 1), nas membranas pré-sinápticas em 

neurônios localizados nos gânglios espinhais e na coluna dorsal da medula 

espinhal. Desta forma, a sensibilização central fundamenta o desenvolvimento 

e manutenção da dor neuropática (80, 81). Excesso de cálcio, por sua vez, leva 

ao desequilíbrio nas vias glutamatérgicas excitatórias e inibitórias, resultando 

em atividades anormais dos potenciais de ação, induzindo distúrbios 

neurológicos e anormalidades comportamentais, juntamente com os agravos 

de mionecrose em camundongos MDX, à semelhança dos indivíduos DMD (82-

84).  

Em conjunto, a saturação de cálcio no sistema nervoso de animais MDX 

distróficos, induzidos por alta concentração intracelular, que altera a saída da 

comunicação celular, responsável pelas funções motoras e não motoras (85-
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87). Tal fato se soma ao aumento de cálcio já existente, nas fibras musculares 

de camundongos MDX (88) e pacientes DMD (89). Assim, o uso de fármacos 

capazes de reduzir a concentração de cálcio intracelular pode aliviar o quadro 

clínico da distrofia, melhorando o prognóstico do paciente DMD, principalmente 

no início dos sintomas, resultando em qualidade de vida.  

1.6. Pregabalina (PGB) 

A PGB é uma droga análoga ao GABA, com extensas indicações 

terapêuticas (90), atuando como um anticonvulsivante, através da subunidade 

α2δ (tipo 1) dos canais de cálcio dependentes de voltagem (91). Assim, atenua 

o influxo exacerbado de cálcio em células neuronais (92, 93). Reduzindo a 

liberação de neurotransmissores, como noradrenalina (94, 95) e glutamato dos 

terminais pré-sinápticos (96, 97). Que por sua vez, possui manuseio defeituoso, 

por astrócitos 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 é possível reduzir ativação astrocitária, 

como demonstrado em estudos anteriores (93, 99, 100), tendo potencial para 

modular as atividades neurais, em lesões nervosas periféricas intrínsecas e 

após lesão condicional em camundongos MDX, apresentando efeitos sobre o 

controle da reatividade glial (101). Como visto, após injeção local de lisolecitina 

(LPC) no quiasma óptico para indução de desmielinização (102) a PGB, além 

de proteger o quiasma, melhorou sua remielinização após lesão (99). Uma vez 

que, remielinização no SNC, durante e após insultos é um evento complexo e 

de difícil ocorrência (103, 104). 

Pesquisa realizada em nosso laboratório revelou efeitos protetores da 

PGB, por meio da preservação da rede sináptica, no microambiente dos 

motoneurônios espinais alfa. Durante o curso da encefalomielite autoimune 

experimental (EAE), mostrando redução 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 tráfego de 

canais de cálcio neuronais, reduzindo a citotoxicidade, obtendo efeitos 

neuroprotetores, aumentando a regeneração axonal e recuperação funcional, 

após lesão medular (92, 93, 105-109).  
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Nossa hipótese é que tal redução do influxo de cálcio, possa melhorar a 

proteção, regeneração e mielinização axonal. Refletindo na melhora da função 

motora de camundongos MDX, por meio da modulação das sinapses 

excitatórias, juntamente com efeitos antiapoptóticos e antiinflamatórios da PGB 

(110, 111).  
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2. Objetivos 

O presente trabalho teve, como objetivo principal, compreender respostas 

moleculares, morfológicas 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 

comunicação bidirecional do sistema nervoso com o sistema muscular em 

resposta à degeneração muscular constante que ocorre em camundongos 

MDX. Além disso, avaliamos os efeitos da PGB, após lesão nervosa periférica, 

atuando como sincronizador da regeneração axonal e de fibras musculares. 

Esses objetivos podem ser detalhados no sentido de: 

a) Analisar a modulação da expressão de neurofilamento, laminina, S-100 

e p75NGFR por imunoistoquímica (densidade integrada de pixels), em 

cortes longitudinais de nervos íntegros e lesionados das linhagens MDX 

e controle C57BL/10. 

b) Evidenciar e avaliar a morfologia das junções neuromusculares, com α-

bungarotoxina, no músculo tibial cranial de camundongos das linhagens 

MDX e controle C57BL/10, com nervos íntegros e após lesão. 

c) Análisar, por RT-qPCR, a expressão dos transcritos para os fatores 

neurotróficos (Bdnf e Gap43), citocinas pró-inflamatórias (Tnfα e Ifnγ) e 

citocina anti-inflamatória (Tgfβ1) na medula lombar dos animais com 

nervos íntegros das linhagens MDX e controle C57BL/10. 

d) Avaliar, por RT-qPCR, a expressão dos transcritos de genes das células 

de Schwann (Mbp, S100 e p75NTR), em nervos íntegros e lesionados das 

linhagens MDX e controle C57BL/10. 

e) Avaliar a função neuromotora, utilizando o sistema de locomoção 

forçada (Rota Rod) em camundongos MDX e C57BL/10, com nervos 

íntegros e lesionados, tratados com PGB e veículo. 

f) Analisar funcionalmente o nervo isquiático íntegro e a recuperação após 

lesão, utilizando locomoção espontânea dos camundongos MDX e 

C57BL/10, no sistema CatWalk, tratados com PGB e veículo. 

g) Avaliar o número e parâmetros morfométricos, referentes às fibras 

nervosas de camundongos MDX e C57BL/10, de nervos íntegros e 

regenerados após lesão nervosa periférica, tratados com PGB e veículo. 



27 

 

 

3. Materiais e métodos 

Esta tese de doutorado está dividida em três experimentos: 

Na parte I investigamos a possibilidade da PGB proporcionar 

neuroproteção em nervos periféricos de camundongos MDX, resultando na 

melhora da marcha. Para tal, experimentos de imunoistoquímica dos nervos 

isquiáticos, α-bungarotoxina para receptores de acetilcolina (AchRs), RT-qPCR 

da intumescência lombar e nervo isquiático, teste de equilíbrio e coordenação 

motora (Rota rod) e teste da função motora (Cat Walk System) foram 

realizados, resultando em artigo publicado na revista Molecular and Cellular 

Neuroscience (112). 

A parte II aborda as atribuições da PGB, em atuar na sincronização da 

regeneração das fibras nervosas, após lesão axonal, com a restruturação das 

fibras musculares, em camundongos MDX, melhorando assim, a marcha dos 

animais distróficos. Para alcançar tais objetivos, realizou-se lesão do nervo 

isquiático e experimentos de imunoistoquímica, marcação com α-

bungarotoxina, RT-qPCR do nervo isquiático, teste de equilíbrio e coordenação 

motora (Rota rod) e teste da função motora (Cat Walk System). 

Na parte III, avaliamos os efeitos da PGB no metabolismo das células 

de Schwann de camundongos MDX e mielinização de axônios após lesão. Por 

intermédio da morfometria, os seguintes parâmetros foram estudados: área 

total dos nervos, estimativa do número de fibras mielínicas em 100.000 µm2, 

espessura da bainha de mielina, diâmetro axonal e razão “g” (razão entre o 

diâmetro axonal e o diâmetro 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 Investigação 

Biológica de Universidade Estadual de Campinas (CEMIB / UNICAMP) e 

alojados nas instalações do Laboratório de Regeneração Nervosa, Instituto de 

Biologia, UNICAMP. Os animais foram mantidos sob um ciclo claro-escuro (12h 

/ 12 h) com temperatura e umidade controladas e com água e alimento 

peletizado ad libitum. Os experimentos foram aprovados pelo Instituto Comitê 

de Ética no Uso de Animais (Instituto de Biologia - CEUA / IB / UNICAMP, 



28 

 

 

protocolo no. 3769-1(A) 2017), foi realizado de acordo com as diretrizes do 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). No total, 148 

camundongos foram usados, sendo os grupos experimentais detalhados na 

tabela 1. 

Tabela 1 Grupos experimentais da pesquisa, parte I (sem lesão) e partes II e 

III (com lesão), dose de 30mg/Kg/dia de PGB e tempos de sobrevivência 

durante o tratamento.  

Técnicas utilizadas e animais por grupo também são descritas. 

 

* Os mesmos camundongos foram usados para ambas as técnicas. 

3.2 Tratamento medicamentoso, partes I, II e III. 

Nos camundongos tratados com (Pregabalina 75mg, Lyrica, Pfizer) 

foram administrados 30mg/kg/dia, diluídos diariamente em 200µl de solução 

tampão fosfato-salina 0,9% NaCl, formando solução homogênea com auxílio do 

Vortex mixer. Nos camundongos tratados com veículo foram administrados 200 

µl de solução tampão fosfato-salina 0,9% NaCl (veículo). Ambos os 

tratamentos foram iniciados no primeiro dia da 5ª semana e finalizados no 

Parte I 28 dias 

Imunoistoquímica 

nervo isquiático e 

toxina em AchRs  

28 dias (RT-qPCR) 

intumescência 

lombar e nervo 

isquiático 

28 dias     

24 testes 

Catwalk 

28 dias      

7 testes 

Rotarod 

C57BL/10 - Veículo  5* 5 5* 5 

C57BL/10 - PGB  5* 5 5* 5 

MDX - Veículo  5* 5 5* 9 

MDX PGB  5* 5 5* 9 

Partes II e III 28 dias 

Imunoistoquímica 

nervo isquiático e 

toxina em AchRs 

28 dias 

(RT-qPCR) 

nervo 

isquiático 

28 dias     

24 testes 

Catwalk 

28 dias   

7 testes 

Rotarod 

28 dias   

Morfometria 

C57BL/10 - Veículo  5* 5 5* 5 5 

C57BL/10 - PGB 5* 5 5* 5 5 

MDX - Veículo  5* 5 5* 5 5 

MDX PGB  5* 5 5* 5 5 
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último dia da 8ª semana de vida, tanto a pregabalina como solução veículo, 

foram administrados intraperitonealmente, sempre no mesmo horário do dia. 

Todos os camundongos foram eutanasiados no primeiro dia da nona semana 

de vida.   

3.3 Lesão do nervo isquiático, partes II e III. 

Camundongos com 6 semanas de idade, uma semana após o início do 

tratamento com PGB, foram anestesiados com isoflurano, usando o sistema de 

anestesia por inalação, de pequenos roedores (BRASMED - Código 170130). 

Após 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 

os músculos da coxa foram separados cuidadosamente, expondo o nervo 

isquiático para a realização da lesão na altura do forame obturado. O 

esmagamento do nervo esquerdo foi realizado sempre pela mesma pessoa, 

com auxílio de pinça nº 4, pressão constante foi mantida por 10 segundos o 

procedimento foi repetido pelo mesmo período, verificando sempre a 

integridade do epineuro (113, 114). Após a cirurgia, os camundongos foram 

mantidos no biotério do laboratório de Regeneração Nervosa, do Departamento 

de Biologia Estrutural e Funcional do Instituto de Biologia da Unicamp, até o 

momento da eutanásia.  

3.4 Coleta e preparação de tecidos, partes I, II e III. 

Os camundongos foram anestesiados com uma overdose de xilazina e 

cetamina e submetidos a toracotomia seguida de perfusão transcardíaca com 

solução salina tamponada com fosfato de sódio 0,1 M (PBS, com NaCl a 0,9%; 

pH 7,38), para análise de (RT-qPCR). Em outros camundongos, designados 

para análise de imuno-histoquímica além da solução salina, segue a perfusão 

transcardíaca agora com solução fixadora (4% paraformaldeído em 0,1 M PBS) 

ou fixadas com Karnovsky (glutaraldeído 2,5% e paraformaldeído 10% em PBS 

0,1M) para morfometria. Após a fixação, os nervos isquiáticos foram 

dissecados e imersos na mesma solução fixadora durante a noite a 4°C. Em 

sequência, os espécimes foram lavados três vezes com PBS 0,1 M, em 

seguida, imersos em séries de soluções sacarose (10%, 20% e 30%, 24 h 

cada). As amostras foram então 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 Imunoistoquímica, partes I e II. 

Secções longitudinais de nervos isquiáticos e músculos tibiais craniais 

com 12 μm de espessura foram obtidas usando um criostato (Microm, HM525). 

Elas foram transferidas para lâminas microscópicas gelatinizadas e 

armazenadas a -20°C até o uso. Para imunoistoquímica, as lâminas foram 

deixadas em temperatura ambiente, e as seções foram delineadas com uma 

caneta hidrofóbica (caneta PAP, Sigma Z377821). As lâminas foram 

transferidas para câmara de imunoistoquímica, uma cuba úmida que protege 

da luz. As seções foram imersas em PBS 0,01 M (3 × 5 min cada), levemente 

secas na periferia da lâmina e incubadas com 150 μl de solução de bloqueio 

(3% albumina bovina sérica em PBS 0,1 M) durante 45 min. Posteriormente, os 

anticorpos primários, tabela 2, foram diluídos em solução de incubação (1,5% 

albumina bovina sérica e Tween 0,2% em PBS 0,1 M), e as seções foram 

incubadas por 4 h em temperatura ambiente. Após a incubação dos anticorpos 

primários, as seções foram lavadas com 0,01 M de PBS e incubadas com o 

anticorpo secundário apropriado (exceto músculos, sendo as lâminas já 

montadas em glicerol/PBS 0,01M 3:1 com lamínula), (Cy2 anti-coelho ou Cy3 

anti-camundongo; Jackson Immunoresearch, 1: 500) por 45 min. As seções 

foram novamente lavadas com PBS 0,01 M e cobertas com uma lamela com 

glicerina / PBS (3: 1). As lâminas foram observadas com um microscópio de 

epifluorescência (Leica DMB5500) e documentado com uma câmera digital 

(Leica DFC 345 FX), utilizando filtros específicos de acordo com a anticorpos 

secundários. Para quantificação, três imagens representativas de cada 

espécime de cada grupo experimental foram selecionadas. A densidade 

integrada de pixels, que representa a intensidade de anticorpo ligado a proteína 

de interesse, foi medida de cortes longitudinais do nervo isquiático. E as placas 

motoras de músculos tibiais craniais, com α-bungarotoxina ligada a AchRs, 

foram quantificadas. Nos dois experimentos, utilizamos o software IMAGEJ 

(versão 1.33u, National Institutes of Health, USA). Para cada nervo isquiático e 

músculo tibial cranial, e então a média ± erro padrão da média de cada grupo 

experimental foi calculada e, através desses valores, foram realizadas as 
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comparações entre os grupos. 

 

Tabela 2 Anticorpos primários usados ao longo do estudo, partes I e II. 

Anticorpo/ 

Neurotoxina 

Fabricante Hospedeiro Códigos Concentração 

Neurofilamento milipore rabbit ab1989 1:2000 

Laminina 6 abcam rabbit ab11575 1:1500 

S100 

p75
NGFR

 

abcam 

Santa Cruz 

rabbit 

rabbit 

ab868 

SC271708 

1:1500 

1:1500 

α-bungarotoxina Thermofisher Bungarus B35451 1:500 

 

3.6 PCR em tempo real (RT-qPCR) partes I e II 

3.6.1 Medula Espinhal parte I  

O RNA total foi extraído utilizando-se o reagente TRIzolTM (Invitrogen, 

catálogo número 15596026), seguindo-se as instruções do fabricante. Para 

isso, 1mL de TRIzol foi adicionado as amostras, seguido de homogeneização 

com Politron®. A concentração de RNA e qualidade das amostras foram 

mensuradas em nanofotômetro considerando-se as razões A260/280 e 

A260/230. O cDNA foi sintetizado a partir de 1,0µg de RNA total com o kit High 

Capacity (Thermo Fisher Scientific, código 4368814) de acordo com as 

instruções, do fabricante. Para as reações de PCR, o cDNA foi utilizado como 

amostra em uma reação de 10µl contendo água nuclease free, ensaios 

TaqMan (Tabela 3) e TaqMan Gene Expression Master Mix (Applied 

biosystems, código 4369016), sempre em triplicatas. Todo o procedimento de 

RT-qPCR foi realizado na plataforma de instrumentação Stratagene Mx3005P 

(Agillent). As condições 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 referência Hprt1 foi testado e validado pelo software Best-Keeper e 

empregado como normalizador. Os resultados foram calculados pelo método 

de 2-ΔΔCT. 
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3.6.2 Nervo Isquiático partes I e II 

O RNA total foi extraído utilizando-se o RNeasy Micro kit (Quiagem, 

74004) seguindo-se as instruções do fabricante. A concentração de RNA e 

qualidade das amostras foram mensuradas em nanofotômetro considerando-se 

as razões A260/280 e A260/230. O cDNA foi sintetizado a partir de 170ng de 

RNA total com o kit High Capacity (Thermo Fisher Scientific, código 4368814) 

de acordo com as instruções, do fabricante. Para as reações de PCR, o cDNA 

foi utilizado como amostra em uma reação de 10µl contendo água nuclease 

free, ensaios TaqMan (Tabela 3) e TaqMan Gene Expression Master Mix 

(Applied biosystems, código 4369016). Todo o procedimento de RT-qPCR foi 

realizado na plataforma de instrumentação Stratagene Mx3005P (Agillent). As 

condições 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 referência 

Gapdh foi testado e validado pelo software Best-Keeper e empregado como 

normalizador. Os resultados foram calculados pelo método de 2-ΔΔCT. 

 

                  Tabela 3 Ensaios TaqMan usados na técnica RT-qPCR 

Tecidos Genes Códigos 

 Tnfα Mm00443258_m1 

Intumescência IFNγ Mm01168134_m1 

lombar Tgfβ1 Mm01178820_m1 

parte I BDNF           Mm04230607_s1 

 Gap43 Mm00500404_m1 

Nervos isquiáticos S100 Mm01149792_m1 

partes I e II P75 Mm00446296_m1 

 Mpb Mm01266402_m1 

 

3.7 Morfometria, parte III. 

Os nervos isquiáticos foram dissecados e imersos na mesma solução 

fixadora por 12 horas, mantidas a uma temperatura de 4ºC. Passado esse 

período, os elementos do referido conjunto foram lavados em tampão fosfato 
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0,01M. O nervo isquiático 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 tampão fosfato de sódio, pH 

7,4. Foram então pós-fixados por um período de 2 horas em solução de 

tetróxido de ósmio a 1%, diluído em tampão fosfato de sódio, pH 7,4. Os 

fragmentos foram desidratados em série crescente de álcool 30, 50, 70 e 100% 

e acetona 100%. Posteriormente, foram incluídos 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 (60ºC). Os blocos foram desbastados e 

secções semifinas (0,5µm) obtidas em (ultramicrótomo Leica, EM UC7), 

coradas com azul de toluidina 0,25% para a observação e aprovação da 

morfologia no microscópio de luz. A seguir, blocos viáveis para análise, foram 

selecionados para dar continuidade aos cortes semifinos os quais foram 

coletados em lâminas e corados com corante lipofílico, Sudan Black, para 

posterior análise em microscópio (Leica DMB5500) e documentado com uma 

câmera digital (Leica DFC 295). 

 

3.7.1 Análise das secções semifinas  

Em análise das secções transversais semifinas dos nervos isquiáticos, 

foi utilizado aumento de 1200X, considerando os resultados dos seguintes 

parâmetros: área total em µm2 dos nervos, estimativa do número de fibras 

mielínicas em 100.000 µm2, diâmetro das fibras mielínicas (DFM), espessura 

da bainha de mielina (EBM), diâmetro dos axônios mielínicos (DAM) e razão “g” 

(RZG), [razão do diâmetro axônio mielínico para o diâmetro da fibra mielínica, 

(RZG = DAM/DFM)] dos nervos contralaterais e ipsilaterais.  

 As medidas do diâmetro das fibras e dos axônios mielínicos foram 

obtidas a partir dos valores dos respectivos perímetros (P), aplicando-se a 

fórmula [D=P/ π (Pi)]. A diferença entre o diâmetro das fibras mielínicas (DFM) 

e o diâmetro dos axônios mielínicos (DAM) fornece a espessura da bainha de 

mielina (EBM) (115). A RZG corresponde ao quociente entre DAM e DFM, um 

parâmetro morfométrico que expressa a regeneração 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 possíveis efeitos do tratamento com PGB sem 

lesão e após lesão nervosa periférica. 

 

3.8 Testes da função motora, partes I e II. 

A análise 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, realçando as pegadas quando as patas 

contatam o caminho. Três corridas foram registradas por uma câmera de alta 

velocidade colocada sob a passarela, e os dados foram analisados pelo 

software CatWalk XT 10.6 (Noldus Inc.). O índice de função isquiática (SFI) foi 

calculado de acordo com a seguinte fórmula (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 impressão; e TS, propagação do dedo do 

pé. Para adaptação, os camundongos foram colocados individualmente no 

sistema para caminhar 5 min dia, por três dias antes do início dos 

experimentos. Após quatro dias de tratamento, iniciou-se o experimento, as 

execuções foram adquiridas todos os dias durante vinte e quatro dias (parte I) 

e três dias antes e vinte e um dia após lesão (parte II), consecutivos no mesmo 

horário e condições ambientais para padronização na coleta dos dados de 

cada animal do grupo.  Autorizados a mover-se livremente em ambas as 

direções com uma duração da corrida entre 0,50 e 5,00 a uma velocidade 

máxima permitida com variação de 60%. O ganho da câmera foi definido como 

25,01 e a detecção limite para 0,25. Quatro execuções compatíveis foram 

adquiridas por teste e não restrição alimentar ou recompensa. 

3.9 Testes de equilíbrio e coordenação motora, partes I e II. 

Experimentos que foram avaliados o equilíbrio e a coordenação motora 

dos camundongos, no Rota Rod EFF-412 (Insight equipamentos) que consiste 

em um cilindro giratório operando no sistema de velocidade contínua, com 

aceleração progressiva e constante de no mínimo de 5 rpm até no máximo 37 

rpm, com uma rampa de 6 minutos entre a rotação mínima para a máxima. O 
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aparelho monitorou individualmente o desempenho de quatro animais ao 

mesmo tempo, sendo que cada baia possui um sistema de detecção de queda 

do animal através de impacto para permitir determinar o seu tempo e rotações 

por minuto que o animal permaneceu no cilindro. Neste ensaio o camundongo 

é colocado sobre o cilindro, sendo necessário realizar todos os ajustes 

posturais através da coordenação dos movimentos das quatro patas para se 

manter no aparelho. Previamente os animais C57BL10, foram treinados, para 

ajuste do nível da manivela que iríamos utilizar no protocolo, pois é nossa 

linhagem controle. Por três dias consecutivos os animais foram submetidos a 

uma adaptação de aceleração progressiva de 5 até 37 rpm (no nível 5 da 

manivela), portanto mesma aceleração utilizada nos experimentos. Primeira 

sessão de teste, referiu-se ao sétimo dia de tratamento, foi realizada para se 

estabelecer os parâmetros basais para cada animal e realizar o procedimento 

cirúrgico nos animais com lesão (parte II). Posteriormente foram realizadas 

mais seis sessões durante o tratamento. 

3.10 Análises estatísticas, partes I, II e III 

Todos os dados são expressos como a média ± erro padrão da média 

(99), e P <0,05 foi considerado significativo. As análises estatísticas foram 

realizadas usando GraphPad Prism (versão 8.0.1 para Windows, GraphPad 

Software, La Jolla, Califórnia, EUA). Para a imunoistoquímica e quantificação 

de PCR, foi usada ANOVA de uma via seguida pelo teste de múltiplas 

comparações de Tukey. Para a recuperação funcional e teste de locomoção 

forçada os dados foram analisados por ANOVA de uma via seguida pelo pós-

teste de Tukey ao comparar veículo e tratado PGB, para eventuais diferenças 

intergrupos.  
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4. Resultados 

Parte I - Pregabalina protege axônios e placas motoras do músculo tibial 

cranial de camundongos MDX 

4.1 Pregabalina influencia a restruturação do nervo periférico de 

camundongos distróficos 

Após vinte e oito dias de tratamento, a imunoistoquímica de 

neurofilamentos obtida do nervo periférico de ambas as linhagens demonstra 

perda significativa de marcação em camundongos MDX, em comparação com 

a contraparte C57BL/10 (C57BL/10, 6.0 x 107 ± 9.0 x 105 e MDX 4.1 x 107 ± 1.4 

x 106, **** p <0,001, Figura 1A-E). É importante ressaltar que o tratamento com 

PGB resulta em expressão de neurofilamentos mais intensa tanto em 

C57BL/10 (C57BL/10 veículo, 6.0 x 107 ± 9.0 x 105 e C57BL/10 PGB, 6.8 x 107 

± 6.2 x 105 *** p <0,001, Figura 1A e C) quanto em camundongos MDX (MDX 

veículo, 4.1 x 107 ± 1.4 x 106 e MDX PGB, 5.7 x 107 ± 8.0 x 105 **** p <0,001, 

Figura 1B e D). A comparação entre as linhagens revelou que o PGB melhora a 

rotulagem MDX, embora não tenha atingido níveis de controle. 



37 

 

 

 

Figura 1 - Imunoistoquímica anti-neurofilamento de seções longitudinais do 

nervo isquiático, revelando a regulação positiva da marcação após a 

administração de PGB. A e C - C57BL/10, B e D - MDX. E - Quantificação da 

densidade integrada de pixels e significância estatística das comparações 

intergrupos. *** p <0,001; **** p <0,0001. Média ± SEM. Barra de escala: 50 

μm. 
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A imunoistoquímica com laminina indica baixa expressão no MDX, 

significativamente menor do que em camundongos C57BL/10 (C57BL/10, 1.0 x 

108 ± 3.2 x 106 e MDX, 5.4 x 107 ± 2.2 x 106 **** p <0,001, Figura 2A-E). No 

entanto, um aumento na expressão da laminina nos nervos periféricos de 

camundongos MDX devido ao tratamento com PGB pode ser observado (MDX 

veículo, 5.4 x 107 ± 2.2 x 106 e MDX PGB, 7.2 x 107 ± 2.3 x 106 *** p <0,001, 

Figura 2B, D e E). 
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Figura 2 - Imunoistoquímica anti-laminina de seções longitudinais do nervo 

isquiático, revelando a regulação positiva da marcação após a administração 

de PGB em camundongos MDX. A e C - C57BL/10, B e D - MDX. E - 

Quantificação da densidade integrada de pixels e significância estatística das 

comparações intergrupos. *** p <0,001; **** p <0,0001. Média ± SEM. Barra de 

escala: 50 μm. 
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Para investigar melhor os efeitos do PGB nas células de Schwann, 

avaliamos a imunorreatividade contra a proteína S100 de ligação ao cálcio, 

observada a regulação positiva significativa em camundongos MDX 

comparando com a linhagem controle, (MDX veículo, 3.2 x 107 ± 1.2 x 106 e 

C57BL/10 veículo, 1.8 x 107 ± 5.2 x 105 **** p <0,001) e (MDX PGB, 2.1 x 107 ± 

1.8 x 106 e C57BL/10 PGB, 1.3 x 107 ± 7.3 x 105 *** p <0,001) Figura 3A-E. 

Quando tratadas com PGB, ambas as linhagens semearam a regulação 

negativa de S100, sendo mais significativas em camundongos MDX (C57BL/10 

veículo, 1.8 x 107 ± 5.2 x 105 e C57BL/10 PGB, 1.3 x 107 ± 7.3 x 105 - * p <0,05, 

Figura 3A, C e E) e (MDX veículo 3.2 x 107 ± 1.2 x 106 e MDX PGB, 2.1 x 107 ± 

1.8 x 106- **** p <0,001, Figura 3B, D e E).  
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Figura 3 - Imunoistoquímica anti-S100 de seções longitudinais do nervo 

isquiático, revelando a regulação negativa da expressão, após a administração 

de PGB. A e C - C57BL/10, B e D - MDX. E - Quantificação da densidade 

integrada de pixels e significância estatística das comparações intergrupos. * p 

<0,05; **** p <0,0001. Média ± SEM. Barra de escala: 50 μm. 
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Além disso, o tratamento com PGB resulta na diminuição da expressão 

de p75NTR (receptor de baixa afinidade para neurotrofinas), sendo mais 

proeminente em camundongos MDX ( MDX veículo, 2.6 x 106 ± 1.5 x 105 e 

MDX PGB, 1.1 x 106 ± 5.7 x 104 *** p <0,001, Figura 4B, D e E), uma vez que 

nos animais distróficos veículo a imunorreatividade foi maior do que na 

linhagem controle (MDX veículo, 2.6 x 106 ± 1.5 x 105 e   C57BL/10 veículo, 1.4 

x 106 ± 1.0 x 105 *** p <0,001 Figura 4B e E).  
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Figura 4 - Imunoistoquímica de p75NTR (receptor de baixa afinidade pan-

neurotrofina) de seções longitudinais do nervo isquiático, revelando regulação 

negativa de marcação após administração de PGB em camundongos MDX. A e 

C - C57BL/10, B e D - MDX. E - Quantificação da densidade integrada de pixels 
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e significância estatística das comparações intergrupos. *** p <0,001. Média ± 

SEM. Barra de escala: 50 μm. 

 

A avaliação das placas terminais motoras representou um déficit em 

camundongos distróficos MDX em comparação com C57BL/10 (C57BL/10 

veículo, 46,87 ± 0,88 e MDX veículo, 32,27 ± 0,44 **** p <0,001, Figura 5E). 

Importante ressaltar que o tratamento com PGB aumentou o número de 

junções neuromusculares na linhagem controle (C57BL/10 veículo, 46,87 ± 

0,88 e C57BL/10 PGB, 53,93 ± 2,05*** p <0,001, Figura 5E), sem diferença 

estatística na linhagem MDX (veículo, 32,27 ± 0,44 e PGB, 34,40 ± 0,48, Figura 

5E). Além disso, qualitativamente preservou a morfologia das placas motoras, 

reduzindo suas fragmentações em músculos tibiais craniais de camundongos 

MDX, aumentando a celularidade nos terminais nervosos, dado o Observação 

de núcleos positivos para DAPI, em comparação com MDX veículo (Figura 5D). 
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Figura 5 - Receptores pós-sinápticos de acetilcolina (coloração com α-

bungarotoxina) nas placas terminais motoras dos músculos tibiais craniais de 

camundongos C57BL/10 e MDX. A-D - Fotos representativas de C57BL/10 e 

MDX tratadas com veículo e PGB. E – Número reduzido de junções 

neuromusculares na linhagem MDX. A PGB aumentou o número 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: 25μm. 

 

4.2 Imunomodulação da medula espinhal retrógrada de citocinas por 

tratamento com PGB 

Níveis de transcrição gênica de genes pró-inflamatórios paraTNF-α e 

IFNγ (Figura 6A e 6B), transcritos anti-inflamatórios para TGF-β (Figura 6C), 

fator neurotrófico BDNF (Figura 6D) e proteína associada ao crescimento - 

GAP43 (Figura 6E) foram avaliados 28 dias após o tratamento com PGB. TNF-

α, IFNγ e TGF-β mostraram um aumento significativo em C57BL/10 após o 

tratamento com PGB (* p <0,05, ** p <0,01) em comparação com C57BL/10 

veículo. Ao contrário, o PGB resulta na regulação negativa dos transcritos do 

gene BDNF em C57BL/10. Nesse sentido, o MDX apresentou níveis 

relativamente baixos desse gene, com tendência de suprarregulação após a 

administração de PGB. Quanto à expressão do gene GAP43, o PGB levou a 

uma regulação negativa significativa em camundongos C57BL/10, embora 

tenha permanecido inalterada em animais MDX. Todos os dados são 

detalhados na Tabela 4. 

 

 

Figura 6 - Quantificação relativa da expressão de transcritos dos genes de 

TNFα (A); IFNγ (B); TGFβ1 (C); BDNF (D) e GAP43 (D) da medula espinhal 
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lombar dos camundongos sem lesão nervosa periférica, após 28 dias de 

tratamento com PGB. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Média ± SEM. 

4.3 PGB modifica os níveis basais dos transcritos gênicos em células de 

Schwanns no nervo isquiático 

Os níveis de transcrição da proteína básica da mielina - MBP se 

mostram regulados negativamente em camundongos MDX em comparação 

com C57BL/10, independentemente do tratamento com PGB. No entanto, a 

administração de PGB indicou uma tendência de regulação positiva em ambos 

os grupos (Figura 7A). Os níveis de transcrição do gene S100 mostraram 

regulação positiva significativa no grupo de controle tratado com PGB (*** p 

<0,001, Figura 7B). Análise dos transcritos do gene p75NTR demonstrou que o 

tratamento com PGB regulou negativamente os níveis de C57BL/10 para MDX 

(*** p <0,001, Figura 7C). Os dados de quantificação são detalhados na Tabela 

4. 

 

Figura 7 - Quantificação relativa da expressão de transcritos gênicos da 

proteína básica da mielina MBP (A), S100 (B) e p75NTR (C) no nervo isquiático 

íntegro, após 28 dias de tratamento com PGB. * p <0,05; ** p <0,01; *** p 

<0,001. Média ± SEM. 
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Tabela 4 Expressão relativa de transcritos gênicos na medula espinhal e nervo 

isquiático após o tratamento com PGB e lesão nervosa periférica. 

Grupos 

Tecido Genes BL-Veículo BL-PGB MDX-Veículo MDX-PGB 

 Tnfα 2.18 ± 0.33 8.05 ± 1.03 1.07 ± 0.19 1.18 ± 0.17 

 Ifnγ 0.62 ± 0.10 2.12 ± 0.16 0.70 ± 0.11 0.47 ± 0.13 

Intumescência Tgfβ1 1.50 ± 0.12 6.30 ± 0.27 1.03 ± 0.13 0.79 ± 0.05 

lombar Gap43 1.20 ± 0.12 0.37 ± 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 2.26 ± 0.17 1.00 ± 0.05 1.52 ± 0.14 

Nervos isquiáticos S100 1.40 ± 0.18 2.87 ± 0.17 1.0 ± 0.09 1.17 ± 0.13 

 P75 15.7 ± 2.15 2.27 ± 0.55 1.01 ± 0.11 1.11 ± 0.12 

 

4.4 PGB melhora locomoção forçada em camundongos MDX 

Os camundongos MDX apresentaram déficit significativo no 

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

tempo gasto na barra rotativa em relação à linhagem C57BL/10 (Figura 8 e 

Tabela 5). É importante ressaltar que o tratamento de camundongos MDX com 

grupo PGB tendeu a reduzir ainda mais o tempo no cilindro giratório, indicando 

um efeito colateral inesperado. No entanto, a partir do 21º dia de tratamento, os 

camundongos MDX melhoraram e atingiram o nível de controle de 

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

distrófica MDX. Observe a adaptação funcional em ratos MDX a partir do 21º 

dia de teste. C57BL/10 - n = 5 por grupo, MDX - n = 9 por grupo. */# p <0,05; 

****/#### p <0,0001. Média ± SEM. 

 

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

Grupos 

Ensaio Dias tratamento em  

7 Testes 

BL-Veículo BL-PGB MDX-Veículo MDX-PGB 

 7º dia 360 ± 0 360 ± 0 310 ± 13  289 ± 5 

 10º dia 360 ± 0 360 ± 0 304 ± 9  288 ± 8 

 14º dia 360 ± 0 360 ± 0 336 ± 10 306 ± 13 

Rota rod 17º dia 360 ± 0 360 ± 0 356 ± 2  326 ± 7 

 21º dia 360 ± 0 360 ± 0 360 ± 0  360 ± 0 

 24º dia 360 ± 0 360 ± 0 360 ± 0  360 ± 0 

 28º dia 360 ± 0 360 ± 0 360 ± 0  360 ± 0 
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4.5 O tratamento com PGB melhora o desempenho da marcha espontânea 

em camundongos MDX 

O desempenho locomotor dos grupos experimentais foi avaliado pelo 

teste de trilha de caminhada espontânea (sistema CatWalk). Assim, o índice 

funcional do isquiático - SFI (Figura 9), confirmou dados anteriores de que a 

linhagem MDX apresenta déficit funcional em torno de 30% em relação aos 

camundongos C57BL/10. O tratamento com PGB melhorou o SFI de modo que 

em certos pontos de tempo não foram observadas diferenças estatisticamente 

significativas entre as linhagens. Isso se tornou claro no ponto final do 

experimento, onde os camundongos MDX tratados com veículo foram 

significativamente piores do que os outros grupos experimentais (** p <0,01, 

Tabela 6). 

 

Figura 9 - Índice funcional isquiático (SFI) em camundongos C57BL/10 e MDX. 

Observe a melhoria geral dos camundongos MDX tratados com PGB em 

comparação com o veículo. N = 5 por grupo. * p <0,05; ** p <0,01. Média ± 

SEM. 

 

 

 

 

 

 



51 

 

 

Tabela 6 Índice funcional do isquiático - SFI durante os 28 dias de tratamento 

com PGB. 

Grupos 

Ensaio Dias tratamento BL-Veículo BL-PGB MDX-Veículo MDX-PGB 

   5º dia -7.6 ± 2.8 -9.3 ± 1.8 -29.3 ± 1.2 -19.5 ± 4.8 

   8º dia -9.2 ± 2.0  -13 ± 1.8 -29.0 ± 3.3 -14.4 ± 2.7 

CatWalk 15º dia -7.3 ± 1.5 -9.1 ± 1.1 -27.1 ± 3.0 -15.3 ± 1.6 

SFI 22º dia -8.0 ± 2.3 -8.0 ± 1.9 -30.0 ± 1.8 -17.2 ± 1.9 

 28º dia -9.3 ± 2.3 - 12 ± 1.7 -28.0 ± 3.3 -13.4 ± 2.4 

 

5. Resultados 

Parte II - Pregabalina sincroniza a regeneração axonal após lesão do 

nervo isquiático do músculo tibial cranial de camundongos MDX 

5.1 Pregabalina influência e padroniza a regeneração axonal do nervo 

periférico de camundongos MDX 

Após vinte e um dias de lesão por esmagamento do nervo isquiático e 

vinte oito dias de tratamentos, a Imunoistoquímica de neurofilamentos obtida 

do nervo periférico com lesão de ambas as linhagens, descreve uma perda 

significativa de marcação no nervo contralateral, MDX em comparação com o 

equivalente C57BL/10 (C57BL/10 veículo, 6.2 x 107 ± 6.9 x 105 e MDX veículo, 

3.6 x 107 ± 1.0 x 106 **** p <0,001, Figura 10A, B e I). Ocorrendo intensificação 

da perda após lesão periférica em ipsilateral (C57BL/10 veículo, 3.6 x 107 ± 1.2 

x 106 e MDX veículo, 2.5 x 107 ± 2.6 x 105 ** p <0,01, Figura 10C, D e I). É 

importante ressaltar que o tratamento com PGB resulta em expressão de 

neurofilamento mais intensa, tanto em C57BL/10 quanto em camundongos 

MDX. Contralateral (C57BL/10 PGB, 7.3 x 107 ± 1.7 x 106 * p <0,05, Figura 10E 

e I) e (MDX PGB, 6.8 x 107 ± 2.4 x 106 **** p <0,0001, Figura 10F e 10I). Após 

lesão a intensidade aumentada de neurofilamento devido ao fámaco, também 

foi observada em ipsilateral de ambas linhagens (C57BL/10 PGB, 4.9 x 107 ± 

1.9 x 106 ** p <0,01, Figura 10G e I) e (MDX PGB, 4.2 x 107 ± 1.6 x 105 **** p 
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<0,0001, Figura 10H e I). A comparação entre as linhagens revelou que a PGB 

melhora a expressão de neurofilamentos nos MDX, atingindo niveis do controle 

veículo, nos nervos contralaterais e ipsilaterais (Figura 10F, A, H, C e I). 

 

 

Figura 10 - Imunoistoquímica anti-neurofilamento de seções longitudinais do 

nervo isquiático, três semanas após o esmagamento, revelando a regulação 

positiva da marcação após a administração de PGB. A e E - C57BL/10, B e F - 

MDX, contralateral.  C e G - C57BL/10, D e H - MDX, Ipsilateral. I - 

Quantificação da densidade integrada de pixels e significância estatística das 

comparações intergrupos. * p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,0001. Média ± SEM. 

Barra de escala: 50 μm. 
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A imunoistoquímica com laminina indica baixa expressão no MDX com 

lesão contralateral e ipsilateral, significativamente menor do que em 

camundongos C57BL/10. Contralateral (C57BL/10 veículo, 9.1 x 107 ± 1.9 x 106 

e MDX veículo, 5.3 x 107 ± 2.5 x 105 **** p <0,001, Figura 11A, B e I) e 

ipsilateral (C57BL/10 veículo, 1.5 x 108 ± 2.8 x 106 e MDX veículo, 8.5 x 107 ± 

4.7 x 106 **** p <0,001, Figura 11C, D e I). No entanto, o tratamento com PGB, 

aumentou a expressão de laminina nos nervos periféricos de camundongos 

MDX, contralateral (MDX PGB, 8.0 x 107 ± 3.9 x 106 ** p <0,01, Figura 11F e I) 

e ipsilateral ( MDX PGB,1.1 x 108 ± 3.6 x 106 ** p <0,01, Figura 11H e I), 

demonstrando que a expressão de laminina no nervo lesionado MDX PGB, foi 

significativamente maior do que em contralateral MDX PGB ( ipsilateral, 1.1 x 

108 ± 3.6 x 106 e contralateral, 8.0 x 107 ± 3.9 x 106 **** p <0,0001, Figura 11H, 

F e I).  
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Figura 11 - Imunoistoquímica anti-laminina de seções longitudinais do nervo 

isquiático, três semanas após o esmagamento, revelando a regulação positiva 

da marcação após administração de PGB em camundongos MDX, B e F - 

MDX, contralateral. D e H - MDX, Ipsilateral. I - Quantificação da densidade 

integrada de pixels e significância estatística das comparações intergrupos. ** p 

<0,01; **** p <0,0001. Média ± SEM. Barra de escala: 50 μm. 
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Para investigar melhor os efeitos da PGB nas células de Schwann pró-

mielinizantes, após lesão periférica, avaliamos a imunorreatividade contra a 

proteína S100 de ligação ao cálcio, observada sobre a regulação positiva em 

camundongos MDX com lesão nervosa periférica, contralateral (MDX veículo, 

3.5 x 107 ± 1.1 x 106 e C57BL/10 veículo, 2.1 x 107 ± 9.9 x 105 **p <0,01 Figura 

12B, A e I) e ipsilateral (MDX veículo, 6.7 x 107 ± 4.1 x 106 e C57BL/10 veículo, 

4.5 x 107 ± 2.6 x 106 **** p <0,0001 Figura 12D e I). Quando tratadas com PGB, 

ambas as linhagens semearam a regulação negativa de S100, sendo mais 

significativas em camundongos MDX, em nervo contralateral (MDX PGB, 2.2 x 

107 ± 1.8 x 106 ** p <0,01, Figura 12F e I) e ipsilateral (C57BL/10 PGB, 2.2 x 

107 ± 1.5 x 106 **** p <0,0001, Figura 12G e I e MDX PGB, 3.1 x 107 ± 1.3 x 106 

**** p <0,0001, Figura 12H e I). Podemos observar que a PGB em 

camundongos MDX ipsilateral induziu menor expressão de S100 do que na 

linhagem C57BL/10 ipsilateral veículo (MDX PGB, 3.1 x 107 ± 1.3 x 106 e 

C57BL/10 veículo, 4.5 x 107 ± 2.6 x 106 ** p <0,01 Figura 12H, C e I). 
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Figura 12 - Imunoistoquímica anti-S100 de seções longitudinais do nervo 

isquiático, três semanas após o esmagamento, revelando a regulação negativa 

da expressão, após administração de PGB. A e E - C57BL/10, B e F - MDX, 

contralateral.  C e G - C57BL/10, D e H - MDX, Ipsilateral. I - Quantificação da 

densidade integrada de pixels e significância estatística das comparações 

intergrupos. ** p <0,01; **** p <0,0001. Média ± SEM. Barra de escala: 50 μm. 
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Além disso, o tratamento com PGB resultou na diminuição da expressão 

de p75NTR (receptor de baixa afinidade para neurotrofinas), vinte e um dia 

após lesão nervosa, em ambas as linhagens, camundongos MDX ( 

contralateral PGB, 1.2 x 106 ± 3.8 x 104 * p <0,05, Figura 13F e I), 

camundongos C57BL/10 (ipsilateral PGB, 6.0 x 106 ± 1.4 x 105 * p <0,05, 

Figura 13G e I) e sendo mais proeminente em MDX (ipsilateral PGB, 6.2 x 106 

± 1.4 x 105 **** p <0,0001, Figura 13H e I), uma vez que nos animais distróficos 

veículo a imunorreatividade foi maior do que na contraparte PGB (MDX veículo 

contralateral 2.8 x 106 ± 5.9 x 104 * p <0,05, Figura 13B e I e ipsilateral veículo 

1.6 x 107 ± 7.7 x 105 **** p <0,0001, Figura 13D e I). Notamos que após lesão 

na linhagem distrófica, a PGB reduziu a expressão de receptores de baixa 

afinidade, abaixo da linhagem controle veículo (MDX PGB ipsilateral, 6.2 x 106 

± 1.4 x 105 e C57BL/10 veículo ipsilateral, 8.8 x 106 ± 2.7 x 105 **** p <0,0001, 

Figura 13H, C e I). 
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Figura 13 - Imunoistoquímica de p75NTR (receptor de baixa afinidade para 

neurotrofinas) de seções longitudinais do nervo isquiático, três semanas após o 

esmagamento, revelando regulação negativa de marcação após administração 

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 - Quantificação da 

densidade integrada de pixels e significância estatística das comparações 

intergrupos. *p <0,05; **** p <0,0001. Média ± SEM. Barra de escala: 50 μm. 
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A avaliação das placas motoras representou um déficit em 

camundongos distróficos MDX confirmado em grupos sem lesão e agora após 

lesão nervosa, em comparação com C57BL/10 contralateral ( C57BL/10 

veículo, 48,13 ± 0,40 e MDX veículo, 32,07 ± 0,44 **** p <0,0001, Figura 14I) e 

ipsilateral ( C57BL/10 veículo, 51,47 ± 0,83 e MDX veículo, 25,40 ± 0,97 **** p 

<0,0001, Figura 14I). Porém é importante observar que o tratamento com PGB 

associado a regeneração axonal após lesão, aumentou o número de junções 

neuromusculares na linhagem controle C57BL/10 contralateral (C57BL/10 

PGB, 56,80 ± 1,07 **** p <0,001, Figura 14I). E na linhagem distrófica MDX, 

contralateral (MDX PGB, 34,40 ± 0,16 * p <0,05, Figura 14I) e ipsilateral (MDX 

PGB, 29,86 ± 0,22 *** p <0,001, Figura 14I). Além disso, também preservou a 

morfologia das placas motoras reduzindo a fragmentação e área de contato 

com a fibra muscular, comparando com MDX veículo (Figura 14F e B; 14H e D; 

dados não quantificados), aumentando a celularidade nos terminais nervosos, 

dado a observação de núcleos positivos para DAPI (Figura 14F e B; 14H e D). 
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Figura 14 - Receptores pós-sinápticos de acetilcolina (coloração com α-

bungarotoxina) nas placas terminais motoras dos músculos tibiais craniais de 

camundongos C57BL/10 e MDX, três semanas após o esmagamento. A e E - 

C57BL/10, B e F - MDX, contralateral.  C e G - C57BL/10, D e H - MDX, 

Ipsilateral.  I - Número reduzido de junções neuromusculares na linhagem MDX 

tratada veículo. Porém a PGB aumentou o número de placas terminais 

encontradas em camundongos C57BL/10 e MDX melhorando a morfologia das 

placas terminais motoras destes camundongos distróficos. * p <0,05; *** p 

<0,001; **** p <0,0001. Média ± SEM. Barra de escala: 25μm. 
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5.2 PGB modificam níveis basais dos transcritos gênicos de células de 

Schwann no nervo isquiático em regeneração após lesão periférica 

Os níveis de transcrição da proteína básica da mielina - MBP foram 

regulados positivamente em camundongos C57BL/10 e MDX após tratamento 

com PGB e lesão 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 após lesão, 

transpondo da linhagem controle veículo (*** p <0,001, Figura 15A). Os níveis 

de transcrição do gene S100 foram regulados negativamente em camundongos 

MDX em comparação com C57BL/10 (* p <0,05, Figura 15B). E mostraram 

regulação positiva significativa no grupo MDX tratado com PGB (** p <0,01, 

Figura 15B). A análise dos transcritos do gene p75NTR demonstrou que o 

tratamento com PGB regulou positivamente os níveis em MDX, (*** p <0,001, 

Figura 15C) após lesão nervosa, ultrapassando os níveis também da linhagem 

controle veículo (*** p <0,001, Figura 15C). Os dados de quantificação são 

detalhados na Tabela 7. 

 

Figura 15 - Quantificação relativa da expressão de transcritos gênicos da 

proteína básica da mielina Mbp (A), S100 (B) e P75NTR (C) no nervo isquiático, 

três semanas após o esmagamento e tratamento com PGB, iniciando uma 

semana antes da lesão. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001. Média ± SEM. 
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Tabela 7 Expressão relativa de transcritos gênicos no nervo isquiático após o 

tratamento com PGB e lesão nervosa periférica. 

Grupos 

Tecido Genes BL-Veículo BL-PGB MDX-Veículo MDX-PGB 

 Mbp 0.51 ± 0.02 0.80 ± 0.05 0.24 ± 0.00 1.57 ± 0.09 

Nervos isquiáticos S100 0.99 ± 0.09 1.07 ± 0.17 0.39 ± 0.02 1.23 ± 0.14 

Ipsilaterais P75 2.68 ± 0.21 4.01 ± 0.51 3.54 ± 0.48 9.17 ± 0.74 

 

5.3 Tratamentos com PGB pode ser associado ao crescimento axonal 

após lesão e melhora o desempenho da marcha em camundongos MDX 

Os camundongos MDX possuem déficit significativo no desempenho 

motor, com nervos periféricos íntegros (Figura 8) ou visto no sétimo dia de 

tratamento que antecede a lesão e todos os dias de testes após (Figura 16), 

relatado através de locomoção forçada pelo teste do rotarod, reduzindo o 

tempo gasto na barra rotativa em relação ao C57BL/10 veículo (** p <0,01, 7º 

dia; *** p <0,001, 14º; **** p <0,0001, 17º; ** p <0,01, 21º; * p <0,05, 24º e 25º 

dia, Fig. 16, Tabela 8). Porém é importante ressaltar que camundongos 

distróficos e com axônios em regeneração após lesão nervosa periférica, 

quando tratados com PGB, notadamente aumentaram o tempo de permanência 

no cilindro giratório. Isso pode ser confirmado no 17º dia de tratamento com 

PGB, e 10º dia, após lesão nervosa periférica (**** p <0,0001, Figura 16), sem 

diferenças estatísticas e atingindo o nível de C57BL/10, veículo e PGB de 

performance no 28º dia. 
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Figura 16 - Locomoção forçada demonstrando o déficit motor na linhagem 

distrófica MDX, aumentada após esmagamento do nervo isquiático. Observe a 

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

adaptação dos camundongos MDX. C57BL/10 - n = 5 por grupo, MDX - n = 9 

por grupo. */# p <0,05; **/## p <0,01; ***p <0,001; ****/#### p <0,0001. Média ± 

SEM. 

Tabela 8 - Dados do teste do Rotarod, 21 dias após lesão e 28 dias de 

tratamento com PGB em camundongos controles e distróficos. 

Grupos 

Ensaio Dias tratamento em 

7 Testes 

BL-Veículo  BL-PGB MDX-Veículo MDX-PGB 

 7º dia    360 ± 0    360 ± 0 279,5 ± 26,47 298,1 ± 14,71 

 10º dia 268,1 ± 11,31 294,9 ± 21,06 248,7 ± 20,41 270,7 ± 10,76 

 14º dia 287,6 ± 4,65 312,9 ± 12,69 183,4 ± 10,98 221,3 ± 17,70 

Rota rod 17º dia 305,1 ± 4,97    358 ± 0,51 165,5 ± 5,28 258,5 ± 15,37 

 21º dia 311,4 ± 2,72 353,4 ± 3,47 234,2 ± 16,2 283,6 ± 18,08 

 24º dia    360 ± 0    360 ± 0 293,2 ± 18,25 297,5 ± 22,01 

 28º 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 pró-

regenerativos e induzem melhora no desempenho da marcha espontânea 

em camundongos MDX 

O desempenho locomotor dos grupos experimentais com lesão nervosa 

periférica, também foi avaliado pelo teste de trilha de caminhada espontânea 

(sistema CatWalk). Assim, o índice funcional do isquiático - SFI (Figura 17), 

confirmou dados anteriores do grupo sem lesão (Figura 9) de que a linhagem 

MDX apresenta déficit funcional em relação aos camundongos C57BL/10, (*** p 

<0,001, Figura 17, Tabela 9), devido aos constantes ciclos de degeneração e 

regeneração das fibras musculares e potencializada com a lesão no nervo por 

esmagamento. Porém no pré-tratamento, ou seja, antes da lesão a PGB já 

demonstrou melhora no SFI, de camundongos MDX, (** p <0,01, 5º dia de 

tratamento, Figura 17) influenciando rapidamente a recuperação funcional, 

observada pela ascensão da curva a partir do segundo dia após lesão (9º dia 

de tratamento) de modo que em certos pontos de tempo foi observado 

diferenças estatisticamente significativas comparando com MDX veículo, 

principalmente do 16º até o 19º e 22º dia de tratamento (** p <0,01; * p <0,05, 

Figura 17, 7º semana de vida). Atingindo o nível de caminhada espontânea dos 

grupos C57BL/10 veículo e PGB, em vários testes consecutivos e no 28º dia de 

tratamento e ponto final do experimento, onde os camundongos MDX tratados 

com veículo foram significativamente piores do que os outros grupos 

experimentais (** p <0,01, Tabela 9).  
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Figura 17 - Índice funcional isquiático (SFI) em camundongos C57BL/10 e 

MDX. Observe a melhora geral dos camundongos MDX tratados com PGB 

após lesão nervosa periférica, na sexta semana de vida. Principalmente na 7ª 

semana de vida em comparação com o veículo (*Veículo e # PGB). N = 5 por 

grupo. # p <0,05; ## p <0,01; ***p <0,001.  Média ± SEM.  

Tabela 9 - Índice funcional do isquiático - SFI após 21 dias de lesão e durante 

os 28 dias de tratamento com PGB. 

Grupos 

Ensaio Dias tratamento BL-Veículo BL-PGB MDX-Veículo MDX-PGB 

 5º dia   −8,28 ± 1,47   −8,71 ± 2,51   −31,7 ± 1.8 −12,72 ± 5,11 

 8º dia     -100 ± 0.0     -100 ± 0.0     -100 ± 0.0     -100 ± 0.0 

 15º dia* −36,99 ± 7,78 −26,16 ± 3,51 −46,95 ± 1,90 −34,64 ± 5,52 

Índice 16º dia* -29.21 ± 5.56 -23.91 ± 5.25 -54.27 ± 3.98  -27.41 ± 5.75 

Funcional 17º dia* -19.87 ± 1.91 -16.91 ± 4.65 -42.09 ± 3.29    -20.4 ± 5.06 

Isquiático 18º dia* -18.32 ± 4.07 -12.14 ± 7.04 -53.61 ± 4.35  -25.29 ± 6.25 

 19º dia*      -14 ± 2.06 -21.42 ± 3.95 -41.59 ± 3.36  -20.17 ± 4.15 

 22º dia* −14,52 ± 4,50 −11,26 ± 2,05  −30,0 ± 2,82 −17,63 ± 4,70 

        28º dia −13,45 ± 1,65 − 8,52 ± 1.65 −30,82 ± 4,40 −20,04 ± 4,67 

             * Referente a 7ª semana de vida 
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6. Resultados 

Parte III - Pregabalina melhora a mielinização, otimizando a regeneração 

axonal após lesão do nervo isquiático, influenciando positivamente o 

músculo tibial cranial em camundongos MDX. 

6.1 Pregabalina influencia mielinização 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 após a lesão por esmagamento, demonstrando que 

área do nervo contralateral MDX tratado com PGB é maior em comparação 

com o grupo controle C57BL/10-PGB (MDX 8 x 104 ± 2 x 104  μm2 ; C57BL/10 6 

x 104 ± 4 x 103 μm2, *p <0,05, Figura 18e 18I)  e  tendência em aumentar a área 

do nervo em MDX-PGB, após lesão, comparando com grupo controle veículo 

ipsilateral, ( MDX 10 x 104 ± 2 x 103 μm2 ; C57BL/10, 7 x 104 ± 3 x 103 μm2, 

Figura 18H e 18J). Para relacionar a área ao número de axônios, calculamos o 

número médio de axônios regenerados por 100.000 μm2 (Figura 18K-L). Essa 

proporção deu que a linhagem MDX contralateral, ambos tratamentos veículo e 

PGB, possui menor número de fibras mielínicas em comparação com a 

linhagem controle (veículo MDX, 744 ± 16 axônios/100.000 μm2; 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 número de fibras mielínicas em 

comparação com veículo (PGB, 1109 ± 33; veículo, 854 ± 13 ****p <0,0001, 

Figura 18E-A e 18K). Ocorrendo também redução do número de fibras 

mielínicas entre a linhagem MDX comparando com C57BL/10, após lesão em 

ipsilateral veículo (MDX, 545 ± 92; C57BL/10, 1044 ± 49 **p <0,01, Figura 18D-

C e 18L). Porém, quando tratamos os camundongos MDX com PGB a redução 

foi menor em relação a linhagem controle veículo (MDX, 662 ± 62; C57BL/10, 

1044 ± 49 *p <0,05, Figura 18H-C e 18L).  
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Figura 18 – Vistas ampliadas e panorâmicas de secções transversais dos 

nervos de camundongos C57BL/10 e MDX, contralaterais (A e B, veículos); (E 

e F, PGB) e regenerados, ipsilaterais (C e D, veículos) e (G e H, PGB). Barra 

de escala: 100μm e 25μm. Gráficos representando em contralaterais (I) e 

ipsilaterais (J) a área total dos nervos em µm2. E gráficos contralaterais (K) e 
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ipsilaterais (L), apresentando estimativa do número de fibras mielínicas em 

100.000 µm2. * p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,0001. Média ± SEM. 

6.2 Análises morfométricas da espessura da bainha de mielina dos 

axónios   

Os nervos contralaterais apresentaram fibras nervosas com espessura 

da bainha de mielina (EM) variando entre 0,0 e 4,0 μm com média de 1.30 ± 

0.20 μm C57BL10 veículo, 1.21 ± 0.06 μm C57BL10 PGB, 1.34 ± 0.10 μm MDX 

veículo e 1.39 ± 0.05 μm MDX PGB. A curva de distribuição de (EM), dos 

nervos contralaterais, mostra maiores percentuais de fibras estavam nos 

intervalos de 0,4 a 1,8 μm, total de (88%) das fibras em controle veículo e 

controle PGB, 0,4 a 1,8 μm, (93%). Figura 19A e 19C. Em MDX veículo, 0,6 a 

2,0 μm, (88%) e MDX-PGB, 0,6 a 2,0 μm, (88%). Figura 19E e 19G. Vinte e um 

dia após lesão nervosa periférica, axônios regenerados foram apresentados 

com (EM) variando entre 0,0 a 4,0 μm. Com (EM) média de (0,90 ± 0,05 μm) 

em nervos ipsilaterais, controle veículo, com curva de distribuição de maiores 

percentuais de fibras nervosas em intervalos de 0,4 a 1,2 μm, (77%). Figura 

19B. Média de (1,09 ± 0,33 μm) em ipsilaterais controle PGB, com maiores 

percentuais de intervalos de 0,4 a 1,2 μm, (70%). Figura 19. Agora, nervos de 

camundongos MDX ipsilaterais veículo ficaram com a média de (1,18 ± 0,20 

μm), com percentuais maiores em 0,4 a 1,4 μm, (73%). Figura 19F. E MDX-

PGB, com média de (0,92 ± 0,28 μm), e maiores percentuais entre 0,4 a 1,2 

μm, (81%) com ênfase na porcentagem da (EM) de 0,6 μm, (25%). Figura 19H. 
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Figura 19 - Distribuição de frequência 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 Análises morfométricas da frequência geral da espessura da mielina 

Qualitativamente, a distribuição de frequência geral da espessura da 

bainha de mielina em camundongos MDX, apresentou mais próxima do grupo 

controle contralateral, independente do tratamento, apesar de que, a frequência 

de fibras maiores tenha sido reduzida devido a lesão periférica mostrado em 

ipsilateral, exceto MDX-PGB,  pelo qual, a razão “g” (razão do diâmetro axonal 

para o diâmetro da fibra), utilizado como um índice de mielinização ideal, 

mostrou que o tratamento com PGB, resulta em maior número de axônios 

maiores, 0,8 μm de (RG) em animais distróficos comparando com os outros 

grupos contra e ipsilateral (Figura 20). Além da ausência de proeminência 

encontrada exclusivamente em ipsilateral MDX veículo, em intervalos entre 0,2 

- 0,6 de razão g, como destacado em (F e H, Figura 20). 
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Figura 20 - Distribuição de frequência do diâmetro dos axônios e razão “g” 

(razão do diâmetro axonal pelo diâmetro 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 razão g, MDX 

tratado com PGB, demonstrando ausência da proeminência neste intervalo. 



72 

 

 

7. Discussão 

A distrofia muscular de Duchenne (DMD) é uma doença que causa 

degeneração muscular progressiva, induzida por deficiência genética da 

proteína distrofina (118). Em animais jovens, o pico da doença é visto em torno 

de 6-8 semanas de vida, quando as miofibrilas dos músculos dos membros 

pélvicos, em camundongos distróficos MDX, mostram degeneração 

generalizada, inflamação crônica, combinada com ciclos de regeneração (119). 

Ressalte-se que, durante a degeneração e regeneração das miofibras, a 

comunicação bidirecional entre o axônio motor e as fibras musculares é 

prejudicada devido à fragmentação da placa motora. Por sua vez, as junções 

neuromusculares são afetadas e o terminal axonal entra em um ciclo de 

degeneração/regeneração (120). Além disso, também ocorre redução da área 

ativa dos terminais pré-sinápticos em associação com a membrana pós-

sináptica, resultando no declínio da contratilidade muscular (121, 122). 

Estudos anteriores em nosso laboratório mostraram que as alterações 

neuromusculares afetam retrogradamente o microambiente do sistema nervoso 

periférico. Assim, encontramos axônios mielinizados aberrantes no nervo 

isquiático de camundongos MDX de 8 semanas, juntamente com sinais de 

hipomielinização (75, 123). É importante ressaltar que neurônios de 

camundongos distróficos apresentam alterações no desenvolvimento de 

axônios e rede sináptica no sistema nervoso central. Estudos mostram que a 

gravidade da DMD não 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 sináptico mais intenso e diminuição 

significativa na expressão de sinaptofisina em motoneurônios alfa da medula 

espinhal de camundongos MDX. Isso foi interpretado como redução da 

atividade sináptica, conectada com aumento da astrogliose reativa e da reação 

microglial (123).  

Os presentes resultados sobre a morfologia do nervo isquiático 

demonstram imunoistoquímica significativamente reduzida anti-neurofilamento. 

Tal proteína estrutural contribui para a citoarquitetura do axônio e serve de 

arcabouço para o transporte de metabólitos e moléculas nas direções 

retrógrada e anterógrada, sendo que a regulação negativa observada indica 
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uma condição patológica em camundongos MDX comparativamente à 

linhagem C57BL/10, em linha com dados anteriores (75). Em consonância com 

isso, a diminuição da expressão da laminina tem sido relacionada a 

neuropatias periféricas, contribuindo para o déficit na condução nervosa, 

principalmente em humanos e animais MDX (15, 16, 40, 74).  

O tratamento com PGB resultou em expressão de neurofilamento mais 

intensa em C57BL/10 e MDX, sugerindo brotamento axonal e formação mais 

organizada de cones de crescimento, que por sua vez aumentaram os 

mecanismos de reparo, mielinização e ganho de função, especialmente em 

camundongos MDX (127, 128). Igualmente, a expressão aumentada de 

laminina em animais distróficos, proteína da matriz extracelular que dá suporte 

às fibras mielinizadas (127, 128), indica efeito positivo do tratamento sobre as 

células de Schwann.  

É importante notar que a administração de PGB resulta na regulação 

negativa da proteína de ligação ao cálcio S100 em camundongos distróficos 

jovens. Isso está 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 possível redução do influxo de cálcio 

pelo tratamento com PGB resultou na diminuição de p75NTR, um pan receptor 

de neurotrofinas. Isso foi significativamente mais proeminente em 

camundongos MDX, o que reforça a degeneração diminuída do axônio. Dados 

compatíveis com a presente pesquisa foram realizados em nosso laboratório 

mostrando que o aumento da expressão de p75NTR em nervos isquiáticos de 

animais MDX está associado a processos degenerativos (75, 127). Um achado 

importante do presente trabalho é que a administração de PGB preservou a 

morfologia das placas motoras em camundongos MDX, aumentando o número 

e a celularidade nas terminações nervosas, dada a observação de núcleos 

DAPI positivos. Isso pode indicar uma resposta reparadora do neurônio e das 

células de Schwann, como brotamento axonal em direção às fibras musculares 

regeneradas, contribuindo para a manutenção das junções neuromusculares 

funcionais (129, 130). Além disso, a PGB não alterou a expressão do gene 

GAP43 em animais MDX e mostrou níveis relativamente baixos de transcrição 

do gene BDNF, reforçando a homeostase aumentada (131, 132). O aumento 



74 

 

 

significativo de TNF-α, IFNꝩ e TGF-β em animais C57BL/10, entretanto, 

apontam para possíveis efeitos colaterais da droga em animais normais (133, 

134).  

Em linha com o acima discutido, os níveis de transcritos gênicos, 

também dos nervos periféricos, como a proteína básica da mielina – MBP, se 

mostraram regulados negativamente em camundongos MDX em comparação 

com C57BL/10, na ausência de tratamento com PGB. No entanto, a 

administração de PGB indicou uma tendência de regulação positiva em ambos 

os grupos. Por sua vez, a regulação positiva da transcrição do gene para S100 

nos forneceu evidências de possíveis influências homeostáticas da PGB em 

reduzir o influxo de cálcio, 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 

maturação dos mecanismos de mielinização (133, 134). Tais resultados se 

associaram à regulação negativa dos transcritos do gene p75NTR, indicando 

que a PGB acelerou a maturação dos nervos em ambas as linhagens, uma vez 

que a transcrição elevada de p75NTR está relacionada com neurodegeneração 

(135-137).  

Digno de nota destaca-se a ausência de correlação direta entre os 

resultados da imunoistoquímica e do RT-PCR, em relação ao S100 e ao 

p75NTR, indicando que o perfil de expressão gênica é significativamente 

diferente dos níveis proteicos. Assim, é possível que mecanismos 

intermediários ocorram entre a expressão do mRNA e a tradução da proteína. 

Uma vez que não investigamos tais eventos, mais estudos serão necessários 

para compreender tais achados. No entanto, os dados de imunoistoquímica se 

correlacionaram melhor com o comportamento homólogo, reforçando que a 

PGB produz expressão de proteínas-chave e próxima à função motora normal. 

Nossos resultados confirmaram que camundongos MDX possuem déficit 

significativo no desempenho motor, conforme visto pelo teste de locomoção 

forçada no rotarod, que foi momentaneamente agravado pela administração de 

PGB. Esse efeito colateral, por um lado, era esperado devido à tontura e 

sonolência relacionadas aos análogos da gabapentina. Por outro lado, a 

prostração em camundongos MDX pode ser mioprotetora, evitando o 
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agravamento da fragmentação da placa motora, como visto na marcação de 

alfa-bungarotoxina (138, 139). Apesar disso, os animais MDX demonstraram 

adaptação funcional ao treinamento forçado após a terceira sessão de 

treinamento, atingindo níveis de controle a partir do 21º 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). É importante ressaltar que o tratamento com PGB melhorou a função 

motora, resultando em um padrão de deambulação mais regular em 

camundongos MDX, de modo que, em certos casos, nenhuma diferença 

estatística foi observada entre as linhagens. Isso ficou claro no ponto final do 

experimento, onde camundongos MDX, tratados com veículo, foram 

significativamente piores do que os outros grupos experimentais, 

possivelmente devido à fase aguda bem estabelecida dos ciclos de 

degeneração muscular (85, 140-142). 

Diante dos resultados apresentados na parte I do presente trabalho, 

demonstramos que a PGB induz efeitos benéficos ao microambiente axonal 

periférico e sobre as células de Schwann. Em sequência, implementamos as 

partes II e III da proposta experimental, introduzindo a axotomia periférica. 

Assim, a possibilidade de realizarmos lesão do nervo isquiático para maximizar 

o quadro clínico do camundongo MDX se justifica no sentido de sincronizar a 

desnervação muscular, em analogia aos déficits motores em pacientes DMD. 

Para melhor elucidarmos os efeitos da PGB, em sincronizar a retração e 

regeneração axonal com a regeneração das fibras musculares, optamos pelo 

esmagamento do nervo isquiático, que permite regeneração espontânea e 

relativamente rápida em animais normais. Como relatado em estudo anterior, 

pela mesma técnica de lesão, tratamento farmacológico e dose. Isto é, por 

esmagamento de nervo isquiático e PGB, 30mg/Kg/dia, demonstrando 

regeneração nervosa periférica e melhora no (SFI), após 28 dias da lesão 

(143). Esta abordagem permitiu avaliar se o tratamento com PGB acelera 

respostas fisiológicas do sistema nervoso de camundongos MDX, mesmo na 

presença de ciclos de desnervação e reinervação muscular. 

Nosso estudo enfocou em análises de nervos isquiáticos das linhagens 

MDX e C57BL/10, após vinte e oito dias de tratamento com PGB e vinte e um 
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dias após lesão nervosa periférica por esmagamento do nervo. Inicialmente, 

através da imunoistoquímica de neurofilamentos, observamos perda 

significativa de marcação no nervo contralateral MDX em comparação com o 

equivalente C57BL/10. Além disso, intensificamos essa perda, após lesão 

periférica em ipsilateral, reforçando resultados anteriores (75). No entanto, o 

tratamento com PGB atuando na redução do influxo de cálcio, interrompeu a 

perda e aumentou a expressão de neurofilamentos. Tal fato, limitou a 

degeneração e fortaleceu o citoesqueleto axonal, em razão do aumento de 

cálcio, participar da ruptura de neurofilamentos e microtúbulos axonais (144), 

melhorando a proteção e regeneração 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 níveis de expressão da linhagem controle veículo, em axônios 

alinhados, reorganizados e direcionados, exibindo assim, regeneração 

satisfatória em busca das placas motoras das fibras musculares.  

Além disso, sugerimos que essa modulação pela PGB, possa estar 

auxiliando os neurônios adaptados aos excessos deste íon nos processos de 

desnervação e inervação aleatória e lenta em camundongos MDX. Para uma 

melhor resposta, após outra lesão axonal, porém homogênea, induzida pelo 

esmagamento. Protegendo o microambiente, através da redução de atividade 

glial e cromatólise exacerbadas, melhorando e acelerando a homeostase pró-

regenerativa. Com eficiência na reconstituição dos filamentos intermediários 

dos axônios, devido o suporte neuro-filamentar eficiente, como visto em nossos 

resultados no tratamento com PGB. Otimizando o brotamento axonal e a 

formação organizada de cones de crescimento, dentro dos envoltórios, 

constituídos por CS. 

  Por sua vez, outras moléculas estão envolvidas no processo de 

regeneração de fibras nervosas, como a proteína laminina das CS, na matriz 

extracelular, que auxiliam na orientação, prolongamento e mielinização axonal 

(74) e sua diminuição ou deleção, desencadeia redução da proliferação e/ou 

aumento da apoptose de CS, resultando em falhas na regeneração axonal, 

desmielinização, hipomielinização, mielinização anormal e redução da 

condução nervosa, em humanos e animais distróficos (48, 145-151). Esta 
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diminuição de laminina, foi observada nos nervos contralaterais e ipsilaterais da 

linhagem MDX, comparando com camundongos controles. Compatíveis com a 

literatura que demonstra deficiência na síntese de laminina em nervos 

isquiáticos de camundongos MDX (15, 16, 74, 152). De modo a reduzir esses 

danos, a PGB, aumentou a expressão da laminina nos nervos periféricos de 

camundongos MDX, contralaterais e principalmente ipsilaterais, superando a 

expressão do nervo contralateral. Efeitos benéficos, demonstrando que a PGB, 

atua na atividade metabólica pró-mielinizante das CS, dos animais distroficos. 

Uma vez que, camundongos knockout para laminina γ1 demonstram apoptose 

de CS e redução da mielinização axonal periférica (48, 153).  

Na intenção de investigar e compreender os efeitos da PGB nas CS pró-

mielinizantes, após lesão periférica, avaliamos a imunorreatividade contra a 

proteína S100 beta de ligação ao cálcio. Esta foi regulada positivamente em 

nervos de camundongos MDX, contralateral e ipsilateral em relação a linhagem 

controle, indicando distúrbios nas atividades das CS e/ou em maior número, 

associados ao brotamento e ramificações em JNM distróficas e acúmulo de 

proteínas devido autofagia prejudicada (15). Porém, em relatos da literatura, 

espera-se essa maior atividade e proliferação na primeira semana após lesão, 

principalmente nas primeiras 48h (154, 155). Nesse contexto, os animais 

tratados com PGB, tiveram regulação negativa da proteína S100, responsiva, 

por aumentar concentrações intracelulares de cálcio livre em células gliais e 

neuronais (156), sendo mais significativa a diminuição em camundongos MDX 

ipsilaterais, em comparação com a linhagem controle veículo no nervo 

ipsilateral. Sugerindo que a PGB, esteja conduzindo, melhor adaptação 

homeostática das CS, no microambiente retrogradamente distrófico e após 

lesão nervosa periférica.  

Desta forma, as CS sob os efeitos do fármaco, reduziu a expressão de 

p75NTR (receptor de baixa afinidade para neurotrofinas), vinte e um dia após 

lesão, em nervos MDX contralaterais e ipsilaterais de ambas linhagens, 

mostrando-se mais proeminente essa redução no nervo MDX ipsilateral, abaixo 

da linhagem controle veículo, sugerindo a fase de finalização do processo de 

mielinização. Em contraste, os nervos MDX veículo contra e ipsilaterais, a 

imunorreatividade foi maior, do que na contraparte PGB. Indicando que as 
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células de Schwann no nervo distrófico em regeneração estão funcionalmente 

ativas, expressando receptores p75NTR (157). Semelhantemente a dados 

achados e relatados anteriormente em nosso laboratório (75), no qual, 

demonstraram uma atividade mais prolongada das CS, em camundongos 

MDX, em relação aos camundongos C57BL/10. Indicando uma resposta 

regenerativa mais lenta nesses camundongos devido a mielinogênese axonal 

ainda em curso, para regeneração dos nervos após lesão. 

Neste sentido é importante ressaltar, para somarmos com os resultados 

das imunoistoquímicas de cortes dos nervos isquiáticos, que o tratamento com 

PGB, influenciou mecanismos pró-regenerativos dos neurônios e CS. 

Resultando no aumento do número de junções neuromusculares nas linhagens 

C57BL/10 e MDX contralateral e principalmente em MDX ipsilateral. Além 

disso, também preservou a morfologia das placas motoras reduzindo a 

fragmentação e área de contato com a fibra muscular em comparação com 

MDX veículo, tendo potencial para associar com o aumento da celularidade dos 

terminais nervosos, dado a observação de núcleos positivos para DAPI. Visto 

que, células de Schwann após desnervação, crescem em locais sinápticos 

vizinhos inervados, guiando a formação de brotos axônais  (158, 159). 

Supondo, que realmente sejam núcleos de CS, tendo como função orientar a 

reinervação das fibras musculares após a desnervação (retração) e/ou lesão 

nervosa. Formando pontes adjacentes com fibras musculares inervadas, para 

que os brotos axonais terminais atinjam regiões de AchR desnervadas em 

fibras musculares regeneradas (160, 161). Em razão, de brotos axonais 

surgirem em resposta a lesão nervosa periférica (162). Sugerindo o mesmo em 

ciclos de degeneração-regeneração muscular de camundongos MDX. Dado 

que a incidência de brotamento já é esperada para ser maior em neurônios 

motores de fibras musculares regeneradas de animais distróficos (163). 

Em consonância com os resultados anteriores, com CS ativas, nos 

nervos isquiáticos após lesão nervosa periférica, observamos alterações em 

seus transcritos, devido tratamento com PGB. Como aumento do gene 

codificador da proteína básica da mielina - Mbp, em ambas as linhagens, com 

ênfase em camundongos distróficos, ultrapassando os transcritos da linhagem 

controle veículo. Tal fato, está associado a compactação da mielina, garantindo 
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a transmissão eficiente de impulsos nervosos (53, 164). Secretando-a na fase 

mielinizante e tornando-se mais acentuada no estágio final da diferenciação 

das células de Schwann (165, 166), sincronicamente reativas, devido aos 

processos simultâneos de degeneração Walleriana distal e regeneração das 

fibras nervosas (167). Uma vez que, os transcritos do gene S100 e p75NTR, 

também foram modulados positivamente em camundongos MDX. Evidências 

parciais demonstrando que células de Schwann estão em contato com o axônio 

em regeneração. Porém, insuficientes, devido os resultados da 

imunoistoquímica e do RT-qPCR, em relação ao S100 e ao p75NTR na 

linhagem MDX, serem divergentes em relação aos níveis proteicos reduzidos 

com a PGB. 

Com base nas diferenças moleculares e morfológicas relatadas 

anteriormente, sobretudo em camundongos MDX, após lesão nervosa 

periférica, podemos sugerir que a redução do influxo de cálcio, na evolução da 

doença, alterou o fenótipo neurodegenerativo, como visto no grupo MDX 

veículo, para pró-regenerativo nos neurônios 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 otimização das 

respostas funcionas forçadas de camundongos distróficos, observadas na 

recuperação motora sete dias após lesão (14º dia de tratamento). E 

notavelmente, aumentando o tempo de permanência no cilindro giratório (Rota 

rod) no 17º dia de tratamento, não apresentando diferença estatística e 

atingindo o nível de performance dos camundongos controles veículo e PGB, 

no 28º dia de tratamento. Com movimentos respiratórios reduzidos, visto que, o 

músculo diafragma de camundongos MDX, carece completamente de 

distrofina, apresentando severa necrose de fibras musculares, que resulta em 

perda de força respiratória por volta de 4-8 semanas de vida (19, 168). 

Contrariando os efeitos colaterais da PGB, vistos nos resultados dos testes rota 

rod sem lesão. Resultados que demonstrou funcionalmente a sincronização na 

regeneração e mielinização axonal, devido a redução do influxo de cálcio, pelo 

qual, altas concentrações deste íon facilita a liberação 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 intrínseca, fornecendo desta forma, 

dados precisos, através do (sistema CatWalk). Pelo qual, o tratamento com 

PGB, iniciado sete dias antes da lesão e vinte e um dia após, minimizou os 

efeitos dos traumas no microambiente central e periférico de camundongos 

MDX. Assim, o índice funcional do isquiático - SFI, confirmou dados anteriores 

dos grupos sem lesão de que a linhagem MDX apresenta déficit funcional em 

relação aos camundongos controles. Devido aos constantes ciclos de 

degeneração e regeneração das fibras musculares, potencializados com a 

lesão do nervo. Porém no pré-tratamento, ou seja, antes da lesão a PGB já 

demonstra melhora no SFI de camundongos MDX, influenciando rapidamente a 

recuperação funcional. Observado, pela ascensão da curva a partir do segundo 

dia após lesão (9º dia de tratamento), de modo que em certos pontos de tempo 

foi analisado diferenças estatisticamente significativas, comparando com MDX-

veículo. Principalmente no 16º até o 19º e 22º dias de tratamentos (7ª semana 

de vida). Idade em que os músculos distróficos, demonstram extensa 

degeneração e regeneração de suas fibras, com fenótipo interessante para 

perda de força de pressão e velocidade de caminhada, confirmado em MDX 

veículo (170).  

Semelhante aos efeitos da Gabapentina, os resultados protetores e 

estimuladores da PGB, na regeneração nervosa periférica, em camundongos 

MDX, foram devidos ao bloqueio da subunidade α2/δ. Atenuando o excesso do 

influxo de cálcio e consequentemente, reduzindo a excitotoxidade de 

glutamato, uma vez que, este neurotransmissor em alta, leva a 

neurodegeneração (171-173). Atingindo os camundongos distróficos no nível 

de marcha espontânea dos grupos C57BL/10 veículo e PGB, em vários testes 

consecutivos. E no 28º dia de teste, ou seja, análise final do experimento, os 

camundongos MDX tratados com veículo foram significativamente piores do 

que os outros grupos experimentais. 

Nas lesões, em que há perda de continuidade axonal, diversas 

modificações celulares e moleculares se desenvolvem imediatamente após a 

lesão. Com finalidade de remover o segmento danificado e promover 

regeneração axonal do coto proximal para o distal, procura-se recuperação 

eficiente das fibras nervosas (174). De fato, os efeitos moduladores da PGB no 
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metabolismo dos neurônios e CS, no microambiente periférico após lesão, 

foram confirmados pelas análises morfométricas, demonstrando que a área do 

nervo contralateral MDX tratado com PGB é maior em comparação com o 

grupo controle PGB, indicando um crescimento do volume interno deste e 

tendência de aumento em ipsilateral MDX tratado com PGB, comparando com 

grupo controle veículo. Nesse sentido, com o tratamento PGB, sugerimos que 

durante o processo de regeneração do nervo isquiático em camundongos 

distróficos, ocorra aumento da área do nervo, devido ao aumento de matriz 

extracelular, células inflamatórias, edema nervoso, multiplicação da 

vascularização endoneural e proliferação das células de Schwann (175-177), 

associado aos axônios em regeneração em busca do direcionamento correto 

para as fibras musculares desnervadas, normais e/ou regeneradas.  

Além disso, múltiplas lesões experimentais no nervo, induz aumento no 

número de fibras mielínicas (175-177). Contudo, calculando o número médio de 

axônios, íntegros ou regenerados por 100.000μm2, observamos na linhagem 

MDX contralateral, com os tratamentos veículo e PGB, menor número de fibras 

mielínicas em comparação com a linhagem controle. Sugerindo que seja 

devido à falta de sinalização das junções neuromusculares de fibras 

musculares degeneradas para direcionar as fibras nervosas até seu sítio alvo 

(158), visto que, na linhagem controle não distrófica contralateral a PGB, 

aumentou o número de fibras mielínicas. Em comparação com veículo, 

acreditamos que seja devido à compactação das fibras nervosas que reduziu a 

área do nervo. A redução do número de axônios mielínicos também ocorreu em 

nervos ipsilaterais MDX veículo comparando com controle. Porém, efeitos da 

PGB e da lesão nos camundongos MDX, retardaram essa perda, sendo menor 

a redução em relação à linhagem controle veículo. Isso corrobora com os 

atuais achados morfológicos dos nervos ipsilaterais, da imunoistoquímica onde 

a PGB melhora a organização das fibras. Evento comprovado pelo aumento de 

axônios regenerados, por 100.000 μm2 em ambas as linhagens. Tal processo é 

essencial em fibras nervosas aferentes e eferentes, permitindo rápida 

propagação do impulso nervoso (178-180), (181). Esses resultados foram 

acompanhados, pela curva de distribuição da espessura da mielina (EM), 

observados em nervos contralaterais com (EM), maiores, em 88% das fibras 
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controle veículo e 93% em controle PGB. Em MDX veículo e PGB, em 88% das 

fibras. Vinte e um dia após lesão nervosa periférica, axônios regenerados 

foram apresentados com (EM) maiores, em 77% das fibras ipsilaterais, controle 

veículo e 70% em ipsilaterais controle PGB. Axônios ipsilaterais veículo, 

regenerados de camundongos MDX, apresentaram (EM) maiores, em 73% das 

fibras e PGB 81%, com ênfase na porcentagem da (EM) de 0,6 μm, (25%). 

Demonstrando que a PGB em camundongos distróficos nos nervos ipsilaterais, 

deslocou a (EM) de axônios maiores. Com isso, não encontramos diferenças 

relevantes que demonstram déficits na mielinôgenese com tratamento PGB, 

em nervos de ambas linhagens, pelo qual, uma razão g irregular, utilizada 

como um índice de mielinização ideal, pode sugerir condução nervosa 

prejudicada (124, 182). Assim, qualitativamente o fármaco, resultou em maior 

número de axônios com 0,8 μm de (RG) em animais distróficos, comparando 

com os outros grupos contra e ipsilaterais. E ausência da proeminência 

encontrada exclusivamente em ipsilateral MDX veículo, em intervalos entre 0,2 

- 0,6 de razão g. Visto que, com PGB, os nervos isquiáticos após lesão, 

apresentaram fibras nervosas 0,6 μm, com regulação para baixo, que sugere 

axônios autótrofos. 

Além disso, a mielinização ocorreu espontaneamente normal após lesão, 

podendo ser aperfeiçoada em animais e pacientes distróficos utilizando a PGB 

como tratamento coadjuvante, induzindo eficiência no metabolismo e 

propagação de impulsos nervosos. Como nosso estudo mostrou em análises 

funcionais de marcha forçada (Rota rod) e espontâneas (Catwalk). 

Em resumo, os resultados em conjunto do nosso projeto, mostraram 

pela primeira vez, que o tratamento com a PGB é capaz de estimular o 

metabolismo neuroprotetor e reparador dos neurônios em seus axônios 

periféricos e das células de Schwann. Resultando no aperfeiçoamento da 

mielinogênese em ambas as linhagens, contribuindo para estabilização da 

retração e brotamento axonal. Principalmente, nos animais distróficos, pelo 

qual, sincronizamos a retração axonal, degeneração Walleriana e melhoramos 

os mecanismos moleculares e morfofuncionais pró-regenerativos após lesão 

nervosa periférica. 
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8. Conclusão 

Os resultados apresentados no presente estudo sustentam que a PGB 

promove microambiente favorável para a homeostase neuronal e glial, levando 

à proteção, regeneração e melhor integração do sistema nervoso periférico de 

camundongos MDX (109, 112, 143).  

 A linhagem distrófica tratada com veículo, ficou sempre abaixo da 

linhagem controle C57BL/10, reflexo do curso da doença. 

 A PGB induziu efeitos moduladores em axônios periféricos e células de 

Schwann, melhorando a comunicação bidirecional entre os neurônios e 

o músculo alvo.  

 A PGB não alterou a expressão dos genes da medula espinhal lombar 

de animais MDX, porém mostrou tendência em aumentar os níveis do 

gene BDNF, reforçando a hipótese de homeostase melhorada. 

 A PGB, no microambiente do nervo periférico, induziu melhora na 

regeneração de fibras nervosas, incluindo junções neuromusculares, 

refletindo positivamente na funcionalidade das fibras musculares de 

ambas as linhagens, sobretudo em camundongos MDX.  

 A PGB, na avaliação morfométrica se mostrou alinhada com a melhor 

morfologia das fibras nervosas, resultando na preservação das placas 

motoras. 

 A PGB otimizou a função neuromotora forçada, que exige eficiência 

neuromuscular e respiratória.  

 A PGB melhorou a marcha espontânea dos camundongos MDX, assim, 

possível transposição para clínica, aumentando o tempo de 

deambulação de pacientes DMD, principalmente no início dos sintomas.  

 A PGB foi eficaz em prevenir degeneração axonal e muscular, 

observados a partir das análises imunoistoquímicas, moleculares e 

comportamentais. 

 A dose de 30mg/Kg/dia, i.p de PGB, é eficaz na proteção e regeneração 

de fibras nervosas do SNP durante o desenvolvimento da DMD, 

melhorando a coordenação motora, indicando possível tradução para a 

clínica. 
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