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Rezumat

Premize. Efectele protective celulare si antioxidant benefice al melatoninei si
chitosanului, prin limitarea distrugerilor moleculare, ar putea stimula regenerarea
nervilor periferici lezati si ar putea avea actiune neuroprotectoare.

Obiective. Ne-am propus sa studiem influenta melatoninei si chitosanului asupra
recuperarii functionale neuromotorii, prin masurarea indicelui sciatic functional (ISF)
la sobolani cu leziuni ale nervului periferic.

Material si metode. Nervul sciatic a fost lezat acut prin zdrobire la 3 loturi
de sobolani Wistar albi, masculi (n=10 animale/lot). Timp de 28 de zile, la lotul |
s-au administrat 0,01 mg/kgc melatoning, iar la lotul Il s-au administrat 1,5 mg/kgc
chitosan. S-a determinat ISF la toate loturile, Tn zilele 1 si 28.

Rezultate. Tn perioada de recuperare, administrarea de melatonina si chitosan
imbunatateste semnificativ recuperarea functionala. ISF a fost semnificativ mai bun la
lotul tratat cu melatonind decét la lotul tratat cu chitosan.

Concluzii. 1) Administrarea de melatonind si chitosan Tmbunatateste functia
motorie Tn recuperarea unei leziuni nervoase periferice. 2) Melatonina are efecte
favorabile asupra regenerarii nervoase chiar si in doze mici. 3) Efectele benefice
antioxidante ale administrarii de melatonina dupa lezarea prin zdrobire a nervului
sciatic, pot persista pe toata durata recuperarii nervoase periferice.

Cuvinte cheie: melatonind, chitosan, nerv sciatic, regenerare.

EFFECTS OF MELATONIN AND CHITOSAN IN THE REGE-
NERATION OF RAT CRUSHED SCIATIC NERVE

Abstract

Background. The beneficial cellular protective and antioxidative effects of
melatonin and chitosan, by limiting the molecular destruction, could stimulate the
peripheral nerve regeneration and exert a neuroprotective action.

Aims. In this study we proposed to investigate the influence of melatonin and
chitosan on the functional neuromotor recovery, by measuring the sciatic functional
index (SFI) in rats with peripheral nerve injuries.

Material and methods. The sciatic nerve was acutely injured by crush lesion in
3 groups of white Wistar rats, male (n=10 animals/group). The experimental groups
were: control group, group I — treated with 0,01 mg/kgc melatonin (day 1-28); group
Il — treated with 1,5 mg/kgc chitosan (day 1-28). SFI was determined in all groups in
days 1 and 28.

Results. During the recovery period, administration of melatonin and chitosan
improved significantly the functional recovery. SF1 was significantly better in melatonin
treated group than in chitosan treated group.

Conclusions. 1) Administration of melatonin and chitosan improves motor
function in peripheral nerve lesion recovery. 2) Melatonin has favorable effects

Clujul Medical 2012 Vol. 85 - nr. 3 363



364

Fiziologie

on nerve regeneration even in low-doses. 3) The beneficial antioxidative effects of
melatonin treatment after sciatic nerve crush injury could persist for the whole time
length of peripheral nerve recovery.

Keywords: melatonin, chitosan, sciatic nerve, regeneration.

INTRODUCERE

Intreruperea continuitatii axonale (axonotmeza) fara
sectionarea structurilor tecale, ca rezultat al leziunii prin
zdrobire a nervului periferic sciatic, determina deficite
[1]. Segmentul proximal al axonului degenercaza in
apropierea leziunii pe o scurtd distanta, afectand doar unul
sau cateva segmente internodale (degenerare retrograda
sau traumatica), dar 1si mentine continuitatea cu centrul
trofic din corpul celular neuronal (perikarion) si ulterior
regenereaza. Segmentul distal, separat de perikarion sufera
un proces de degenerare anterogradd sau Walleriand. in
segmentul de nerv distal de leziune, axonul si mielina,
dar nu si tesutul conjunctiv, degenereaza complet si sunt
fagocitate si indepartate de macrofage. Intreruperea
barierei nerv-sange permite influxul din vasele de sange de
macrofage derivate din monocite. Procesul de indepartare a
mielinei este de obicei completat in 2 saptamani [2].

Cresterea fibrei nervoase incepe odatd ce resturile
sunt indepartate de macrofage. Macrofagele produc citokine
care stimuleaza secretia de neurotrofine din celulele
Schwann. Celulele Schwann prolifereaza in interiorul
mangonului de tesut conjunctiv si formeaza benzi celulare,
care servesc ca ghid pentru mugurii axonali formati in faza
reparativa. Un mugure axonal asociat cu o banda celulara
va creste de-a lungul acesteia cu aproximativ 3 mm/zi [2,3].
Desi multi muguri noi nu iau contact cu benzile celulare
si degenereaza, numarul lor mare creste probabilitatea de
restabilire a conexiunilor neuronale senzitive si motorii.

Timpul este de asemenea important. O denervare cu
durata scurtd nu afecteaza regenerarea mugurilor colaterali,
dar o denervare prelungita reduce profund mugurii colaterali
regenerati in segmentul nervos distal [4].

Regenerarea este eficientd functional doar
atunci cand fibrele si coloanele de celule Schwann sunt
directionate in locul corect. Intr-un nerv mixt lezat, daca
fibrele senzitive care se regenereaza cresc in interiorul
unor coloane conectate la placile motorii terminale care au
fost ocupate de fibre motorii, functia muschiului nu va fi
restabilita.

Melatonina  (N-acetil-5-metoxitriptamina) este
un hormon indolaminic lipofilic, derivat din triptofan si
secretat de glanda pineala si de retind. Se caracterizeaza
prin fotosensibilitate, ritmicitate diurna sau circadiana. Este
sintetizat in cantitati crescute in cursul noptii, fata de zi, la
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toate vertebratele. Scaderea activitatii a fost observata in
functie de varsta [5].

Melatonina actioneaza ca hormon, in mod primar,
asupra unor receptori de membrand [6] sau intracelular,
ca epurator de radicali liberi [7]. Are proprietati lipofile
foarte ridicate si strdbate membranele cu usurinta. Rolul
determinant protector al melatoninei in stresul oxidativ
poate fi primar, direct (ca epurator direct al radicalului
hidroxil) si secundar, indirect, prin efectul stimulator
asupra secretiei si activitatii  glutation-peroxidazei,
catalazei si superoxiddismutazei si prin efectul inhibitor al
lipoperoxidarii si al nitricoxid sintetazei [§].

Melatonina strabate bariera sange-nerv si patrunde
usor in celula si ajunge in compartimentele subcelulare si la
nivelul nucleului si penetreaza in nucleu. Actioneaza ca un
stabilizator al membranelor, marindu-le rezistenta la stresul
oxidativ indus de diversi factori (ischemie-reperfuzie,
depletia de glutation etc.). Se concentreaza preferential in
nucleu si are rol protector asupra modificarilor ADN induse
de radiatii ionizante si radicali liberi [9,10] si previne efectul
inhibitor la nivelul mitocondriilor. Activitatea antioxidanta
maxima a melatoninei apare la concentratii de 150-200
pumoli/l [5,11].

Chitosanul, un biopolimer natural incarcat pozitiv,
este format prin N-deacetilarea chitinei. Chitina este al
doilea cel mai abundent polizaharid natural si este obtinuta
in principal din exoscheletele a numeroase crustacee.
Chitosanul se directioneaza preferential in tesuturile lezate
si actioneaza ca un supresor al generarii speciilor reactive
de oxigen (SRO) si al peroxidarii lipidelor membranare,
asa cum apare in prelevari ex vivo de maduva spinald [12].
dabilitatii si toxicitatii scazute, chitosanul a fost investigat
extensiv ca biomaterial potential intr-o larga varietate de
aplicatii, care include transportor de medicamente, agent
de vindecare a ranilor, aditiv de surfactant pulmonar,
esafodaj pentru ingineria tisulara [13,14,15,16]. In particular,
chitosanul este capabil sa formeze agregate fosfolipidice
mari, prin inducerea fuziunii bistraturilor de dipalmitoil
fosfatidilcolina, care sunt un component major al membranei
plasmatice [16,17].

Chitosanul este capabil sa reduca producerea de specii
reactive de oxigen mediatd de leziune si sa restrictioneze
peroxidarea lipidica prin restaurarea membranei plasmatice
si sa permita recuperarea conducerii impulsului nervos [12].

Lezarea acutd a membranei celulare intacte ca
raspuns la forte mecanice (zdrobirea nervului) conduce
la deteriorarea functiei de barierda a membranei si necroza
tisulara [18,19,20]. Un proces lezional prelungit, persistent
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si progresiv, se produce secundar la nivel celular datorita
afectdrii membranei celulare, prin aparitia de SRO,
care determind peroxidarea lipidica a lamelei interne a
membranei celulare si producerea de toxine endogene
puternice (acroleina), care vor determina moartea celulei
[21,22].

Studii in vivo si in vitro arata ca polimeri hidrosolu-
bili neionici pot induce o sigilare rapida (minute) a
membranei permeabilizate, restaureaza conducerea impul-
surilor nervoase si produce o recuperare a functiei pe mo-
dele de leziuni ale maduvei spinarii si cerebrale [23,24,25].

IPOTEZA

Efectele protective celulare si antioxidant benefice
al melatoninei si chitosanului, prin limitarea distrugerilor
moleculare, ar putea stimula regenerarea nervilor periferici
lezati si ar putea avea actiune neuroprotectoare.

MATERIAL SI METODE

Sudiul este de tip experimental, longitudinal,
prospectiv, efectuat pe animale. Cercetarea s-a desfasurat
in cadrul Departamentului de Fiziologie al UMF “Iuliu
Hatieganu”, Cluj-Napoca, in Laboratorul de Fiziologie
Experimentald, pe 3 loturi (n = 10 animale/lot) de sobolani
Wistar albi, masculi, in varsta de 16 saptdmani, cu greutatea
medie de 200-300 g. Animalele au fost mentinute in
conditii de vivarium adecvate, hrana si apa ad libitum, cu
respectarea conditiilor etice.

a) Loturi

La toate loturile s-a efectuat lezarea nervului sciatic
prin zdrobire. Loturile au fost grupate astfel:

- lotul martor — 4 sdptdimani sedentar dupa
interventie;

- lotul I — la care s-au administrat prin injectie i.p.
0,01 mg/kge melatonina, 4 saptamani dupa interventie (Z1-
728);

- lotul II — la care s-au administrat prin injectie i.p.
1,5 mg/kge chitosan, 4 saptamani dupa interventie (Z1-
728).

b) Metode

Sobolanii au fost anesteziati intramuscular cu solutie
ketamina 0,13 ml/100 g (2/3 Ketamina 5% si 1/3 Xylazina
2%). Campul operator a fost aseptizat, animalele au fost

Tabelul I1. Valorile ISF la loturile studiate.

cantarite si marcate si membrul posterior drept a fost pregatit
pentru procedura chirurgicald. Dupa expunerea nervului
sciatic, s-a indus o leziune acuta prin zdrobirea unui segment
de 5 mm la 1-1,2 cm proximal de trifurcatia nervului,
utilizand o pensa hemostatica pentru 15 secunde.

Dupa interventie, sobolanii au fost evaluati prin
determinarea ISF in ziua 1 postoperator (momentul T ) si
in ziua 28 (momentul T)), la toate cele 3 loturi.

ISF, corespunzator analizei functionale a mersului, a
fost calculat utilizdnd imaginile obtinute prin fotografierea
sobolanilor in interiorul unui tunel de sticla (8,2 x 42 cm).
Am utilizat formula de mai jos, modificata de Bain si colab.
[26]:

EPL—NPL

SFi = 738.3><(

)+ 109.5 X(M]

+13.3><(£“'T_‘J\’f":‘r )—8,8

Rezultatele au fost interpretate utilizind urmatoarele
valori (tabelul I):

Tabelul I. Valorile calitative ale recuperarii functionale in functie
de ISF [27].

Nivelul SFI

Recuperare functionala

12 panala-12

Excelenta

-13 pana la -37 Buna

-38 pana la -62 Medie

-63 pana la -87 Nesatisfacatoare
-88 pana la -137 Deficit complet

¢) Prelucrarea statistica a datelor

Rezultatele obtinute in urma studiului experimental
au fost organizate intr-o baza de date si prelucrate statistic
folosindu-se programele SPSS 13.0 si MedCalc 11.0.

Pentru aprecierea normalitatii distributiei rezultatelor
au fost utilizate testele Kologorov-Smirnov si Shapiro-Wilk.
Analiza statistica descriptiva a urmarit indicii de centralitate
(medie si mediand), indicatorii dispersiei rezultatelor:
abaterea standard, valoarea minima si valoarea maxima.

in cazul in care distributia datelor a fost una
negaussiana, am folosit teste neparametrice. Testul Mann-
Whitney apreciaza semnificatia diferentelor dintre ranguri
pentru doud loturi diferite. Comparatiile intre 3 sau mai
multe loturi au fost efectuate folosindu-se testul Kruskal-

Wallis.

Pentru parametrii evaluati in dinamica, s-a analizat

semnificatia diferentelor dintre ariile de sub curba folosin-

Lot Lot martor (control) Lot I (melatonina) Lot II (chitosan)

Parametru Tl T2 Tl i) Tl T2

Mean -63,03221 3451610 25943676 _17,72641 5581213 2957574
Std. Error 2.136661 1,541294 2349533 1287284 2.145668 986471

Lower

95% Confidence | Boung | -67-86567 -38,00275 -64,75177 -20,63845 -60,66597 -31,80729
Interval for Mean ggﬁ;’; -58,19875 -31,02945 54,12175 -14,81437 -50,95829 27,34419
Median ~62,01825 32,12375 -56,14400 _16,49395 -52,70875 230,40600
Std. Deviation 6,756715 4,874000 7429876 4,070749 6,785197 3.119494
Minimum 73,793 ~45,055 71,607 25,155 67,438 32915
Maximum 51,341 230,855 250,754 _13,853 49,692 23,049
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du-se testul t Student (pentru date parametrice) si testele Mann-
Whitney si Kruskal-Wallis pentru cele neparametrice. Am
considerat semnificative rezultatele obtinute la un p<0,05.

REZULTATE

Valorile statistice descriptive pentru cele trei loturi
studiate sunt urmatoarele (tabelul II):

Testul Kruskal-Wallis a aratat ca intre cele 3 loturi
nu existd o diferentd semnificativa statistic p (Asymp. Sig.)
>0,05 (0,060) la momentul T1, dar aceasta apare pentru
momentul T2, p (Asymp. Sig.) <0,05 (0,000) (tabelul III).

Tabelul ITI. Comparatie intre valorile ISF la cele 3 loturi.

Test Test Statistics™”
Moment Chi-Square df Asymp. Sig.
Tl 5,628 2 060
T2 21,399 2 ,000

est Statistics*™: a. Kruskal Wallis Test, b. Grouping Variable: Goup

Comparatia prin testul Mann-Whitney a evidentiat
o diferenta semnificativa statistic intre: lotul martor si lotul
tratat cu chitosan, p<0,05 (0,016); lotul martor si lotul
tratat cu melatonina, p<0,05 (0,000); lotul tratat cu chitosan
si lotul tratat cu melatonind p<0,05 (0,000) (tabelul IV).

Cea mai buna recuperare functionala (dreapta cea mai
abrupta, valorile negative cele mai mici) a avut-o lotul tratat
cumelatonind (-17,72 — recuperare functionald buna, aproape
de valoarea la limita cu -13 = excelentd), fata de lotul tratat
cu chitosan (-31,80: — recuperare functionala buna, aproape
de valoarea la limita cu -37 = medie) (Fig. 1).

Goup
——Control
-----CHitosan
— -Melatonina

10,000 4

-20,000 —

-30,000 4

SFI

-a0,000 —

50,000 -~

60,000

T
Day 28
Error bars: +/- 1,00 SD

Fig. 1. Evolutia valorilor ISF la cele 3 loturi.

Tabelul I'V. Comparatii ale valorilor ISF intre loturi.

DISCUTII

Pe un model experimental de pinealectomie, s-a ara-
tat ca melatonina joaca un rol in morfologia tesutului ner-
vos periferic, modificarile morfometrice putand fiun indica-
tor al caracteristicii neuroprotective a melatoninei [28].
In studii de microscopie electronici si biochimice asupra
modificarilor organitelor celulare, mielinei si axonilor in
leziunea nervului periferic, s-a observat cd melatonina
induce o protectie structurald semnificativd a lamelelor
de mielina, degenerarea axonald si modificarile mielinei
au fost mai putin proeminente histopatologic la lotul tratat
cu melatonind. Efectul neuroprotectiv s-a confirmat si
biochimic, prin valori semnificativ scazute ale peroxidarii
lipidice si activitatii mieloperoxidazice [29]. Datele obtinute
indica, de asemenea, ca melatonina are efecte protective
puternice si prin prevenirea supraexpresiei mediatorilor
proinflamatorii si inhibitia efectelor mai multor citokine
proinflamatorii [30]. Tratamentul cu melatonind reduce
nivelele ridicate de citokine proinflamatorii, factorul de
necroza tumorala o (TNF-a) si interleukina-6 (IL-6), nitric
oxid sintetaza inductibila (NOSI) si ciclooxigenaza COX-2
la nivelul nervului sciatic lezat [31].

Efectul morfologic favorabil asupra regenerarii
fibrei nervoase se exercitd si indirect, prin influentarea
formarii de colagen. Formarea unei cicatrice de colagen
la capatul sectionat al unui nerv Tmpiedica Inmugurirea
axonald si limiteaza procesul de regenerare. La animalele
pinealectomizate s-a observat o expresie puternica a
factorului de crestere si transformare Bl (TGF-Bl) si
factorului de crestere fibroblastic bazic (bFGF) la nivelul
tecii epineuriale. Aceastd modificare sugereaza ca TGF-
B1 si bFGF au un rol important in controlul acumularii
de colagen si formarii neuromului si ca melatonina are un
efect benefic asupra regenerarii nervului [32].

Actiunea neuroprotectiva, alaturi de cele de chelare
de radicali liberi, antioxidante, analgezice, sugereaza
un posibil efect asupra bolilor degenerative ale nervilor
periferici. in prezent, este larg acceptat ci melatonina are
un efect favorabil asupra lungimii si inmuguririi axonale,
dupa evenimente traumatice ale nervilor periferici [33].

Efectele benefice antioxidante si protective celulare
ale melatoninei 1n leziunea nervoasa perifericd pot
persista o perioada mai indelungata, modificari favorabile
electrofiziologice si functionale fiind observate si la 12
sdptamani [34].

Comparand doza si durata de administrare fatd de
cele efectuate de alti autori, rezultatele obtinute de noi
sunt concordante cu datele din literaturd asupra efectului

Test Test Statistics®

Comparatie Mann-Whitney U | Wilcoxon W

Z Asymp. Sig. (2-tailed) | Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)]

Martor - Chitosan 18,000 73,000

-2,419 ,016 015*

Martor - Melatonina ,000 55,000

-3,780 ,000 000°

Chitosan - Melatonina 2,000 57,000

-3,628 ,000 ,000*

Test Statistics®: a. Not corrected for ties, b. Grouping Variable: Goup.
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favorabil, chiar ale unui tratament cu doze foarte mici (0,01
mg/kge, fatd de 5 si 20 mg/kg), pe o durata similara de timp
(28 dezile, fata de 21), cu aceeasi modalitate de administrare
intraperitoneala [35]. Si alte studii au confirmat influenta
dozei asupra efectului favorabil al melatoninei. Desi
tratamentul cu doze mici reduce fragmentarea mielinei
si modificdrile axonale induse de trauma, administrarea
melatoninei in doze mari (50 mg/kg) poate neutraliza
aproape complet modificarile ultrastructurale [36].

Aceste rezultate sugereaza cd aplicarea melatoninei
este o strategie promitatoare pentru tratamentul leziunilor
nervoase periferice.

Chitosanul a fost studiat In principal prin aplicatii
externe, in ingineria biomaterialelor ca esafodaj, pentru
tuburi impregnate cu diverse substante sau celule stem (de
exemplu celule stem mezenchimale derivate din maduva),
care sa refacd legdatura in fibra nervoasa sectionata si sa
favorizeze regenerarea nervoasa [37] sau in nanomedicina
pentru sintetizarea de nanosfere, care sa elibereze topic
(cerebral) peptide active biologic [38].

Aplicarea topicd de chitosan dupd o sectionare
completa sau o compresie a maduvei spinarii la porci de
guinea faciliteaza sigilarea membranelor neuronale in
testele ex Vvivo si restaureazd conducerea impulsurilor
nervoase de-a lungul maduvei spinarii in vivo [5].

Atat chitosanul, cat si chitooligozaharidele
(COZ) derivate, prezintd numeroase efecte biologice,
cum ar fi cele antibacteriene, antioxidante, de inhibare a
metaloproteinazelor matriciale, antidiabetice, anti-HIV,
antiinflamatorii [39].

Pe modele in vitro de boli neurologice (boala
Alzheimer) s-a aratat ca chitosanul hidrosolubil cu
greutate molecularda mare inhiba productia de citokine
proinflamatorii, TNF-a si IL-6 [40] si este capabil sa
protejeze Impotriva apoptozei [41].

La ora actuala, majoritatea efectelor neuroprotective
ale chitosanului si a derivatelor sale au fost observate in
vitro. Sunt necesare studii ulterioare care sa investigheze
activitatea acestora pe modele de soareci si/sau subiecti
umani. Rezultatele obtinute pana acum releva potentialul
chitosanului si al derivatelor sale ca si candidati terapeutici
posibili in tulburdrile neurodegenerative [39].

in studiul nostru am obtinut un efect favorabil
asupra regenerarii nervoase periferice a chitosanului,
de intensitate mai mica decat efectul melatoninei (ISF =
-31,80: — recuperare functionala buna, aproape de valoarea
la limitd cu -37 = medie). Un studiu similar a urmarit efectul
COZ administrate zilnic pe aceeasi cale intraperitoneala, pe
o durata apropiatd de 3 saptamani (4 saptamani in studiul
nostru), in doze de 3 si 6 mg/kg (1,5 mg/kg in studiul nostru),
observand de asemenea un efect de promovare a regenera-
rii nervoase periferice [42]. Un alt studiu (doze de 1,5 si 3
mg/kg, administrare 6 sdptdmani) a evidentiat neuroafini-
tatea si/sau actiunile neuroprotective ale COZ (numarul
fibrelor nervoase mielinice, grosimea tecii de mielind

regenerate au fost semnificativ imbunatatite) [43].

Mai sunt insa necesare studii ulterioare pe modele
experimentale la animale pentru introducerea testelor
clinice umane.

CONCLUZII

1) Administrarea de melatonina si chitosan imbuna-
tateste functia motorie n recuperarea unei leziuni nervoase
periferice.

2) Melatonina are efecte favorabile asupra regene-
rarii nervoase chiar si in doze mici.

3) Efectele benefice antioxidante ale administrarii
de melatonina dupa lezarea prin zdrobire a nervului sciatic,
pot persista pe toatd durata recuperarii nervoase periferice.
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