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Impactos sociais

A lesdo nervosa € uma condicdo devastadora que afeta a qualidade de vida dos
pacientes, limitando a mobilidade e a autonomia (ODS 3: Saude e Bem-estar). O
biopolimero heterélogo de fibrina associado ao reparo representa um avanco na
medicina regenerativa ao criar um ambiente mais favoravel a regeneracéo, mitigando
a degeneracao e a atrofia muscular. Isso pode levar a uma melhora significativa nas

capacidades motoras dos pacientes.

Social impacts

Nerve injury is a devastating condition that affects patients’ quality of life, limiting
mobility and autonomy (SDG 3: Good Health and Well-being). The heterologous fibrin
biopolymer associated with repair represents an advance in regenerative medicine by
creating a more favorable environment for regeneration, mitigating degeneration and

muscle atrophy. This can lead to a significant improvement in patients’ motor abilities.
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RESUMO

Lesdes nervosas representam desafios significativos para a clinica médica devido a sua
ocorréncia frequente e impacto substancial na qualidade de vida. A seccdo completa do nervo
resulta no bloqueio da conducao nervosa, levando a mudancgas no sistema nervoso a medida
gue uma série de respostas patofisiolégicas e metabdlicas ocorrem para estabilizar e reparar
os tecidos lesionados. O primeiro grande desafio € manter os neurdnios lesionados vivos e
posteriormente gerenciar o crescimento dos axénios. Outra preocupacdo critica surge da
interrupcdo das conexdes nervo-muasculo e degeneracdo das juncbes neuromusculares
(JNMs), levando a atrofia e perda substancial da funcdo muscular. A técnica padrao ouro,
neurorrafia, € insuficiente para alcancar uma recuperacdo motora significativa e, portanto,
novas técnicas estdo sendo estudadas. Um candidato adjunto promissor € o biopolimero de
fibrina heterdlogo (BHF), que é livre de componentes humanos e vém exibindo potencial
notavel para regeneracao de lesdes periféricas e da medula espinhal. No entanto, perguntas
sobre seus efeitos regenerativos tardios para a interagdo nervo-musculo e na medula espinhal
apés lesdo nervosa permanecem inexploradas. Portanto, investigamos os efeitos da
reconstrucdo nervosa via neurorrafia associada ao BHF 120 dias apés a lesé@o e reparo do
nervo isquiatico em ratos Wistar, abordando aspectos do sistema nervoso periférico - nervo,
JNM e musculo associado - e do sistema nervoso central - neurbnios motores inferiores e
microglia da medula espinhal. Para isso, quarenta e quatro ratos Wistar machos adultos foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos experimentais: Controle (C), em que 0 nervo
isquiatico direito foi visualizado; Denervado (D), em que a neurotmese foi realizada com
remocao de um fragmento de 6 mm do nervo isquiatico; Neurorrafia (N), em que apés
neurotmese os cotos do nervo isquiatico foram reconectados por neurorrafia; e Neurorrafia +
BHF (NB), no qual o BHF foi adicionado ap6s a mesma neurorrafia. Aos 105 dias pds-lesao,
o neurotracador Fluorogold (FG) foi aplicado no muasculo tibial cranial direito para marcacgéo
retrégrada dos neurdnios motores na coluna anterior da por¢do lombar (L2-L5) da medula
espinhal. Aos 120 dias, foi realizado coleta a fresco ou perfusdo transcardiaca para obtencéo
das medulas espinhais, dos nervos isquiaticos e fibulares e dos musculos tibiais craniais. Em
relacdo ao eixo nervo-musculo, para o nervo fibular, foi observado aumento no nimero de
axonios intactos no grupo NB, resultando em aumento na frequéncia de ax6nios, referentes a
razdo G/didmetro do axbnio. Com relagdo as JNMs, o grupo NB apresentou aproximacao
morfoldgica ao grupo C, e também aumento na expressao da subunidade alfa-1 do nAChR e
da proteina Rapsina. Tomados em conjunto, esses resultados contribuiram para a
recuperacao muscular, em que os grupos NB e C exibiram resultados morfométricos de fibras
musculares saudaveis. Em relacdo a medula espinal, ultraestruturalmente, os grupos NB e N
apresentaram neurdnios com sinais de preservacdo de suas organelas, embora alguns
indicadores de lesdo também tenham sido observados. A reinervacgéo e o fluxo de FG do
musculo para a medula espinhal foi observada nos grupos C, N e NB, onde no grupo NB foi
observado maior numero de neurdnios marcados quando comparado ao grupo N. Destaca-se
ainda que no grupo NB houve menor dispersdo dos neurdnios motores estando mais proximo
ao grupo C. O mesmo ocorreu em relagdo as células da microglia e a topografia do nervo
isquiatico. Os resultados observados neste estudo indicam que o BHF promoveu maior
sobrevivéncia dos neurdnios motores e consequentemente melhor reinervacéo, levando a um
aumento no numero de axénios regenerados e retorno morfolégico da JNMs, desse modo,
prevenindo a degeneracdo muscular. Esses resultados destacam os efeitos benéficos do BHF
no reparo do nervo, superando aqueles alcancados apenas pela neurorrafia. Como um todo,
destacamos os efeitos benéficos tardios do BHF na reparacdo da lesdo e asseguram seu
potencial para superar os efeitos de regeneracdo alcancados pela neurorrafia sozinha,
endossando o BHF como um bioproduto promissor para ensaios clinicos.
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ABSTRACT

Nerve injuries represent significant challenges for medical practice due to their frequent
occurrence and substantial impact on quality of life. Complete nerve transection results in the
blockade of nerve conduction, leading to changes in the nervous system as a series of
pathophysiological and metabolic responses occur to stabilize and repair the injured tissues.
The first major challenge is to keep the injured neurons alive and subsequently manage axonal
growth. Another critical concern arises from the disruption of nerve-muscle connections and
degeneration of neuromuscular junctions (NMJs), leading to atrophy and substantial loss of
muscle function. The gold standard technique, neurorrhaphy, is insufficient to achieve
significant motor recovery, and therefore, new techniques are being studied. A promising
adjunct candidate is the heterologous fibrin biopolymer (HFB), which is free of human
components and has shown remarkable potential for the regeneration of peripheral and spinal
cord injuries. However, gquestions about its late regenerative effects on nerve-muscle
interaction and the spinal cord after nerve injury remain unexplored. Therefore, we investigated
the effects of nerve reconstruction via neurorrhaphy associated with HFB 120 days after injury
and repair of the sciatic nerve in Wistar rats, addressing aspects of the peripheral nervous
system - nerve, NMJ, and associated muscle - and the central nervous system - lower motor
neurons and spinal cord microglia. For this, forty-four adult male Wistar rats were randomly
distributed into four experimental groups: Control ©, where the right sciatic nerve was
visualized; Denervated (D), where neurotmesis was performed with removal of a 6 mm
fragment of the sciatic nerve; Neurorrhaphy (N), where after neurotmesis the stumps of the
sciatic nerve were reconnected by neurorrhaphy; and Neurorrhaphy + HFB (NB), where HFB
was added after the same neurorrhaphy. At 105 days post-injury, the neurotracer Fluorogold
(FG) was applied to the right cranial tibial muscle for retrograde labeling of motor neurons in
the anterior column of the lumbar portion (L2-L5) of the spinal cord. At 120 days, fresh
collection or transcardiac perfusion was performed to obtain the spinal cords, sciatic and fibular
nerves, and cranial tibial muscles. Regarding the nerve-muscle axis, for the fibular nerve, an
increase in the number of intact axons was observed in the NB group, resulting in an increase
in axon frequency, referring to the G-ratio/axon diameter. Regarding the NMJs, the NB group
showed morphological approximation to the C group, and also an increase in the expression
of the alpha-1 subunit of the nAChR and the protein Rapsyn. Taken together, these results
contributed to muscle recovery, where the NB and C groups exhibited morphometric results of
healthy muscle fibers. Regarding the spinal cord, ultrastructurally, the NB and N groups
presented neurons with signs of preservation of their organelles, although some injury
indicators were also observed. Reinnervation and FG flow from the muscle to the spinal cord
were observed in the C, N, and NB groups, where the NB group showed a higher number of
labeled neurons compared to the N group. It is also noteworthy that in the NB group there was
less dispersion of motor neurons, being closer to the C group. The same occurred in relation
to microglial cells and the topography of the sciatic nerve. The results observed in this study
indicate that HFB promoted greater survival of motor neurons and consequently better
reinnervation, leading to an increase in the number of regenerated axons and morphological
return of the NMJs, thus preventing muscle degeneration. These results highlight the beneficial
effects of BHF on nerve repair, surpassing those achieved by neurorrhaphy alone. Overall, we
emphasize the late beneficial effects of BHF in injury repair and affirm its potential to exceed
the regenerative effects achieved by neurorrhaphy alone, endorsing BHF as a promising
bioproduct for clinical trials.
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1. Introducéo
1.1. Estrutura e fungéo do sistema nervoso

Os nervos periféricos sao estruturas frageis e delicadas, propensos a serem
facilmente danificados por lesGes como compressdes, esmagamentos e traumas (1).
As lesBes nervosas constituem um caso clinico comum, com alta prevaléncia e
incidéncia mundial, afetando cerca de 18 individuos por 100.000 a cada ano (2),
superando, por exemplo, a incidéncia de canceres de ovario e estbmago (3). Embora
essas lesbes estejam frequentemente associadas a traumas como acidentes de
veiculos ou com armas perfurocortantes, também é grande o numero de lesdes
iatrogénicas, isto &, erro médico, durante cirurgias emergenciais ou eletivas (4).
Estudos epidemioldgicos realizados ao redor do mundo (3-6) apontam uma maior
propensdo de jovens do sexo masculino, sendo as lesbes de nervos no carpo ou
membros inferiores as mais prevalentes, seguidas por lesdes no brago. Muitos
individuos acometidos por lesGes nervosas, tanto em casos graves quanto
moderados, apresentam recuperacdo incompleta, resultando em perdas transitorias
ou permanentes das funcdes motoras e sensoriais, além de apresentarem dor crénica,
atrofia muscular e fragueza. Aproximadamente um terco de todas as lesGes nervosas

demonstram recuperacao incompleta com ma restauracéo da funcéo (7).

Os nervos séo estruturas formadas por feixes de fibras nervosas que fazem
parte do sistema nervoso periférico e podem ser classificados de acordo com sua
origem em cranianos ou espinais. Os nervos espinhais sdo aqueles conectados a
medula espinal, tendo sua origem real no ganglio da raiz dorsal e na coluna anterior
de substancia cinzenta da medula espinal. Os nervos consistem em feixes de axénios,
gue sao prolongamentos longos e delgados de neurbnios que alcangam uma estrutura
alvo, que determina o tipo de inervacdo como sensitiva ou motora. OS nervos
sensitivos sdo formados por fibras aferentes, responsaveis por levar informacdes do
meio ambiente e do interior do corpo para os centros nervosos. Os nervos motores
apresentam fibras eferentes, que conduzem informacdes dos centros nervosos para
0s orgaos efetores. J& 0s nervos mistos, sendo estes a grande maioria dos nervos
presentes no corpo humano, ja que todo nervo espinal é misto, possuem tanto fibras
eferentes quanto aferentes. Assim, estabelece-se uma via de comunicagdo mutua
entre o sistema nervoso central e as areas periféricas do corpo (1), como por exemplo

Nno nervo isquiatico, 0 maior nervo do corpo, que tem origem na porcédo lombar da
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medula espinal e se ramifica nos nervos tibial, fibular e sural, sendo responsavel pela

maior parte da inervacao sensitiva e motora do membro pélvico.

A conexdo entre 0 neurdnio motor e as fibras musculares, se da através dos
axbnios. O conjunto de axoénios formam o nervo. Cada nervo € composto por uma
camada externa de tecido conjuntivo denso, conhecida como epineuro, que reveste o
nervo e preenche os espacos entre os feixes de fibras nervosas, proporcionando
resisténcia e rigidez a estrutura. Cada feixe contém varios fasciculos nervosos e é
revestido por uma bainha externa de tecido conjuntivo e uma camada interna de
células achatadas e justapostas, o perineuro. As células da bainha perineural se unem
por meio de juncdes oclusivas, formando uma barreira & passagem de muitas
macromoléculas, o que representa um importante mecanismo de defesa contra
agentes agressivos. Essas células sdo permeadas por pequenos vasos sanguineos,
conhecidos como vasa nervorum, que irrigam o interior do tecido nervoso. Dentro de
cada fasciculo, encontram-se axénios, cada um envolvido pela bainha de células de
Schwann (bainha de mielina), com sua lamina basal e um envoltorio conjuntivo
composto principalmente por fibras reticulares sintetizadas pelas células de Schwann,

chamado endoneuro (8-10).

Os neurdnios motores somaticos sdo células nervosas especializadas, com
arborizacdo dendritica altamente desenvolvida, que conduzem impulsos nervosos
para fora do sistema nervoso central, com a principal funcédo de controlar os 6rgaos
efetores, entre eles os musculos estriados esqueléticos. O neurdnio, € composto por

trés partes: soma, o corpo celular; projecdes a partir do soma, axdnios e dendritos.

Os neurbnios motores sdo multipolares, ou seja, possuem um unico axénio e
multiplos dendritos. Seu corpo celular esté localizado na coluna anterior da substancia
cinzenta da medula espinal, principalmente na lamina 9 de Rexed, podendo ser
classificados em neurénios motores alfa, beta e gama. No caso dos neurbnios motores
alfa, seus axbnios se estendem por todo o corpo através de nervos periféricos até
atingirem os o6rgdos-alvo (11, 12), o musculo estriado esquelético, onde forma uma
regido morfologica, molecular e funcionalmente especializada chamada juncéo
neuromuscular (JNM) (Figura 1). Um neurénio motor e as fibras musculares por ele

inervadas constituem uma unidade motora.
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Na JNM, ocorre a transducédo de um sinal elétrico (impulso nervoso) para um
sinal fisico-quimico (neurotransmissores) do neurdnio motor para a fibra muscular,
promovendo a contracdo muscular. Esta juncdo apresenta uma subclasse importante
de sinapse no sistema nervoso de mamiferos, critica para realizagdo de um

movimento coordenado (11).

Medula Espinal ====s=sssr

....... Musculo Estriado
Esquelético

=======Junc¢do Neuromuscular (JNM)

Neurdnio Motor (NM) ===+

Figura 1. Esquema ilustrativo da unidade motora, sendo exemplificado estruturas relevantes para a
realizacéo de um movimento, desde o neurdnio motor situado na coluna anterior da medula espinal até

a jungdo neuromuscular no musculo estriado esquelético (8).

Além dos neurdnios, o meio celular da medula espinhal também contém outra
classe importante de células conhecidas como glia (13). Essas células gliais podem
ser categorizadas em microglias e macroglias, e ambas desempenham um papel
central no sistema nervoso, proporcionando um ambiente otimizado para o

desenvolvimento saudavel e a fung&o neuronal (13, 14).

As macroéglias compreendem astrécitos e oligodendrdcitos no SNC, e células
de Schwann no SNP (13). Os astrdcitos sédo células heterogéneas que desempenham
um papel critico na otimizagcdo do ambiente extracelular para a funcéo neuronal (15,
16). Suas fungdes incluem regular os niveis de neurotransmissores e ions, para
garantir um meio ideal para a sinalizagdo neuronal. Além disso, 0s astrocitos
contribuem para mudangas coordenadas no didmetro dos vasos sanguineos do SNC

e no fluxo sanguineo. Eles expressam altos niveis de transportadores para
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neurotransmissores (como glutamato, GABA e glicina), removendo essas moléculas
da fenda sinaptica. Os astrocitos também sédo fundamentais para a formacédo da
barreira hematoencefélica (BBB), que controla seletivamente a entrada de certas
moléculas no parénquima cerebral com base na polaridade e no tamanho (13, 14, 17).

Em tecido saudavel, os astrécitos exibem elevacdes transitérias de calcio
intracelular, representando uma forma de excitabilidade. Essas flutuacdes de célcio
estdo envolvidas em fun¢des astrociticas dindmicas criticas, incluindo intera¢cdes com
sinapses e regulacdo do fluxo sanguineo. Além disso, os astricitos respondem a
todas as formas de injuria ao SNC através de um processo denominado astrogliosis
reativa, que se tornou uma caracteristica patolégica de lesdes estruturais no SNC (15,
16) na qual a dindmica do Ca2+ dos astrocitos e as respostas da rede tornam-se
aberrantes, alterando assim as fun¢des sinapticas e o comportamento, resultando na

perda de suporte trofico ou antioxidante dos astrocitos (18).

Por outro lado, como células inflamatérias residentes no sistema nervoso
central, as micréglias exibem um fenoétipo de vigilancia, no qual detectam diversos
sinais extracelulares, e também os integram e respondem a eles para manter a
homeostase do SNC (13, 14, 19). As micréglias residentes também desempenham
um papel central na regulagédo da homeostase vascular e na angiogénese, sugerindo
gue podem representar uma fonte alternativa de fatores de crescimento pro-
angiogénicos e citocinas (20). Em condi¢des normais, elas fornecem efeitos protetores
e moduladores liberando fatores tréficos de sobrevivéncia e removendo células mortas
e removendo sinapses em excesso. No entanto, quando ativadas em condicdes
patoldgicas, elas sofrem mudancas morfolégicas e funcionais complexas, tendo um
papel central na lesdo do SNC e na progressdo da doenca ao liberar mediadores
inflamatdrios e citotoxicos (14). Em condi¢Bes ndo inflamatorias, as microglias tém
uma morfologia altamente ramificada com longos ramos sinuosos que surgem de um
pequeno corpo celular. Apds a deteccdo de um estimulo patolégico, as micréglias
mudam rapidamente sua morfologia encurtando seus processos e aumentando seu
corpo celular (21, 22). Essa mudanca morfologica ocorre continuamente e o grau de
desramificacdo esta relacionado a gravidade do estimulo patologico (22). Assim, a
interacdo entre motoneurdnios e 0 microambiente circundante desempenha um papel

critico em sua sobrevivéncia, regulacéo do estado funcional e conectividade sinaptica.
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1.2. Jungdo Neuromuscular

As IJNMs séo estruturas pequenas (30-60 pum) quando comparadas ao
comprimento das fibras musculares inervadas, e a maior parte das fibras musculares
esqueléticas sdo recrutadas por uma unica JNM (Figura 2-A)(23). A morfologia
classica da JNM, descrita inicialmente em roedores, é caracterizada por uma estrutura
em forma de “pretzel”’, e mudangas nessa estrutura estdo intimamente associadas a
patologias motoras (24). Morfologicamente as JNMs sdo compostas por trés
compartimentos celulares intimamente associados (25), sendo eles o terminal nervoso

(ou membrana pré-sinaptica), a fenda sinaptica e a membrana pés-sinaptica.

-~ motor neuron

myelin

Membrana
Pré-sinaptica

Pos-sinaptica

Figura 2: Organiza¢do da jungdo neuromuscular. A: Neurdnios motores, cujos corpos celulares e
dendritos estéo localizados na medula espinhal, enviam seus axénios para a periferia e formam juncdes

neuromusculares para inervar fibras musculares esqueléticas. B: Alta ampliacdo da juncéo
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neuromuscular. C: Vista de montagem completa da faixa sinaptica de um séleo de rato, fotomicrografia
cedida pela autora Selma Matheus. Ax6nios motores sé@o rotulados com anticorpos para a proteina
NF200 (Neurofilamento-200; verde), nucleos inespecificos sdo vistos em azul pela marcagdo com

DAPI, e nAChRs pos-sinapticos séo visualizados por a-BTX (vermelho). Imagem adaptada de (24).

Na membrana pré-sinaptica (Figura 2-B), os ramos terminais dos axénios dos
neurdénios motores inferiores formam botdes sindpticos que, no caso de mamiferos,
abrigam vesiculas sinapticas contendo o neurotransmissor acetilcolina (ACh). Este
terminal nervoso possui varios componentes celulares, incluindo mitocondrias,
reticulo endoplasmatico, endossomos de reciclagem, substancias organicas e ions
metélicos (26, 27). Uma grande quantidade de vesiculas sinpticas e células de
Schwann terminais ou peri-sinapticas (tSCs) também sdo encontradas nesta regiao
(28-30); elas sao células gliais ndo mielinizantes cujas extensées cobrem os terminais
nervosos, protegendo-os de lesdes quimicas e mecanicas (31). Além disso, as tSCs
sdo as principais responsaveis pela plasticidade estrutural das JNMs, detectando
possiveis alteracdes na transmissdo sinaptica (32, 33). Uma a trés tSCs cercam o
terminal nervoso e participam ativamente do desenvolvimento, manutencao e reparo
da funcado sinaptica (23). Quando o potencial de acdo do nervo motor chega ao
terminal do neur6nio pré-sinaptico, ele abre canais de célcio que dependem da
voltagem. Isso permite que ions de Ca?* entrem no citosol do neurdnio pré-sinaptico
a partir do fluido extracelular. Esse aumento de Ca?* provoca a fusdo de varias
centenas de vesiculas cheias de neurotransmissores com a membrana celular do
neurdnio pré-sinaptico, utilizando proteinas SNARE, liberando assim a ACh por meio
da exocitose para a fenda sinaptica.

A fenda sindptica separa o terminal nervoso pré-sinaptico da membrana pés-
sindptica, constituindo um estreito espaco de 50 a 80 nm de largura (Figura 2-B). Ela
€ preenchida com a lamina basal sinaptica, composta por moléculas secretadas tanto
pelo terminal nervoso quanto pela fibra muscular associada (34). Esta regidao abriga
proteinas cruciais para a estabilidade, funcdo e manutencdo da JNM, incluindo
aguelas responsaveis pelo agrupamento de receptores nicotinicos de acetilcolina
(nAChRs) no sarcolema, como agrina, lamininas-4, 9 e 11, metaloproteinase de matriz
3 (MMP3) e colageno IV. A acetilcolinesterase (AChE), essencial para degradar a ACh

apos a contracdo muscular, também esta concentrada aqui (35, 36).
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A membrana poés-sinaptica (Figura 2-B) compreende a membrana plasmatica
da fibra muscular, sendo constituida por pregas e o sarcoplasma da fibra muscular
(citoplasma) (29, 30). Essas pregas exibem duas regides distintas: o 4pice, que
contém os nAChRs e proteinas adicionais como rapsina, utrofina e a-distrobrevina-1;
e o fundo, que abriga a-distrobrevina-2, distrofina e moléculas de adesdo neurais.
Além disso, canais de sodio dependentes de voltagem, responsaveis pela geracéo de
potenciais de acdo, também estdo presentes nesse local (24, 37, 38). As dobras do
sarcolema amplificam a &area de superficie da membrana pds-sinéptica e facilitam a
justaposicdo dos nAChRs com as areas pré-sinapticas, enquanto os canais de sédio
se estendem dentro do sarcoplasma. A lamina basal, que envolve componentes da
matriz extracelular, envolve firmemente as fibras musculares, conectando-se com a

lamina basal da fenda sinaptica produzida pelas tSCs na periferia da JNM (24).

Na JNM, os nAChRs (Figura 2-C) sdo os principais responsaveis pela
comunicacdo motora neuromuscular (39), facilitando a transmissdo sinaptica.
Estruturalmente, eles sdo compostos por cinco subunidades dispostas em um padrao
de roseta, formando canais ibnicos (40). Esses receptores existem em duas formas:
extrajuncionais imaturos, presentes em fibras musculares embrionarias e
desnervadas, sendo compostos pelas subunidades duas alfas [a], beta [B], delta [0] e
gama [y]; e as formas juncionais maduras, onde as subunidades a [2], B e d s&o

mantidas, e a subunidade y é substituida pela epsilon [€] (27).

A ativacao dos nAChRs ¢ iniciada pela ligacdo simultdnea de duas moléculas
de ACh as subunidades ad e ag, induzindo uma alteragdo conformacional que abre o
poro idénico e ativa o receptor (41, 42). A duracdo desse estado ativo € modulada pela
interacdo entre o receptor e as moléculas de ACh, que sao rapidamente degradadas
pela acetilcolinesterase (AChE), retornando os nAChRs a sua configuracéo inativa
(42). Em casos de lesdo ou patologia, os nAChRs frequentemente retornam a um
padrao embrionario, apresentando a subunidade y em vez de € (43). Essa troca de
subunidades contribui para varias mudancas nas propriedades de estabilidade,
cinética e transmissédo (11). Existem sinais positivos e negativos envolvidos na
manutencdo da JNM e nos agrupamentos de nAChRs (23). O principal sinal positivo
é a ligacdo que ocorre na via Agrina/LRP4/Musk/Rapsina (44), que esta diretamente

relacionada com a formacéo, agregacao e manutencéo funcional dos nAChRs.
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A Agrina, uma glicoproteina liberada pelos axdnios motores, se liga ao receptor
LRP4 na membrana muscular. Esta ligacdo ativa a quinase especifica do musculo
(MuSK), que inicia uma cascata de sinalizacdo intracelular. A ativacdo de MuSK
resulta na fosforilacdo de vérias proteinas, promovendo o agrupamento dos nAChRs
na membrana pés-sinaptica. A Rapsina, uma proteina associada aos nAChRs, é
fundamental para ancorar e estabilizar esses receptores ha membrana, garantindo a

formacao de sinapses funcionais (23, 29, 45).

A importancia desta via € evidenciada por estudos que mostram que mutacoes
ou disfuncdes em qualguer um dos componentes levam a falhas na formacéo das
JNMs, resultando em doengas neuromusculares como a miastenia gravis (23, 24).
Além disso, a via Agrina/LRP4/MuSK/Rapsina é essencial ndo apenas para a
formacdo inicial das JNMs, mas também para sua manutencéo e reparo ao longo da
vida, adaptando-se a mudancas e lesdes, configurando uma estrutura extremamente

plastica e adaptativa (31, 46).

1.3. Lesbes nervosas

As lesbBes nervosas sdo categorizadas em varios graus, baseados na
severidade da lesdo do tecido nervoso (1). Essas categorizagbes auxiliam
profissionais da saude e pesquisadores a entenderem melhor a fisiopatologia das
lesBes nervosas e a estabelecerem o tratamento mais adequado. Isso ocorre porque
essas classificacdes possibilitam uma correlacdo entre as mudancas microscopicas

observadas no nervo e os sintomas apresentados pelo paciente.

A primeira classificacdo classica foi proposta por Sir Herbert Seddon, que
estabeleceu uma classificacao para as lesdes em trés niveis (47). Essa classificacédo
foi baseada na existéncia de desmielinizacdo e no grau de dano aos axdnios e aos
envoltorios conjuntivos do nervo. Em seguida, Sir Sydney Sunderland expandiu a
classificagdo de Seddon, adicionando uma subdivisdo, que foi baseada na
descontinuidade das diversas camadas dos envoltérios conjuntivos no nervo (48)
(Figura 3).
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Perineuro Bainha de Mielina
Ebineuro Endoneuro Axoénio
Neuropraxia
Axonotmese
Neurotmese

Figura 3. Classificac@o das les6es nervosas proposta por Sunderland. Adaptado de (49).

A classificacdo de Seddon categoriza as lesdGes nervosas em trés graus
distintos: neuropraxia (Figura 3-1), axonotmese (Figura 3-2) e neurotmese (Figura 3-
5). A neuropraxia € considerada a forma mais branda, caracterizada pela perda da
bainha de mielina, mas sem danos ou ruptura do tecido nervoso, de maneira que nao
h& descontinuidade axonal, resultando apenas em uma interrup¢do temporaria da
transmissdo do impulso nervoso (47). Neste caso, h4 uma perda funcional transitéria
e gue normalmente apresenta recuperacao rapida e completa sem necessidade de

intervencao (1).

Ja a axonotmese é considerada um tipo intermediario de lesdo. Nela o tecido
nervoso é danificado, embora haja preservagdo parcial dos envoltorios conectivos
(epineuro, perineuro e endoneuro) que protegem o nervo e ndo ha ruptura da
continuidade axonal (47). Nestes casos a recuperacdo funcional depende do
crescimento axonal, e ocorre mais comumente associada as lesdes por esmagamento
e fraturas Osseas. Dado que os envoltorios de tecido conjuntivo permanecem
preservados, a perspectiva de recuperagao € positiva, no entanto, a recuperacao total

€ menos provavel do que na neuropraxia (1).
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O terceiro grau, ou neurotmese, € a forma mais grave, em que ocorre um dano
generalizado com transec¢do completa de todas as camadas nervosas, dessa forma
afetando a bainha de mielina, os envoltérios conectivos e os axénios (47). Neste Ultimo
caso, uma intervencdo cirlrgica € necessaria para possibilitar regeneracdo e

recuperacdo motora apoés a lesao (1).

Em seguida, a classificagcdo proposta por Sunderland (48) expandiu a
classificagdo de proposta por Seddon, a fim de distinguir a dimensdo do dano nos
envoltorios conjuntivos, ressaltando principalmente os diferentes graus possiveis em
casos de axonotmese, assim descrevendo cinco possiveis estagios para a lesao
nervosa (1). O primeiro estagio corresponde a neuropraxia de Seddon (Figura 3-1).
Os estégios 2, 3 e 4 podem ser comparados a axonotmese, com variagdes no grau
de lesdo (Figura 3-2 a 4). No estagio 2, a lesdo ocorre a nivel de bainha de mielina e
axbnios, mas sem descontinuidade dos envoltérios conjuntivos, de maneira que ha
desnervacédo dos érgaos-alvo e distlrbio das fun¢cbes sensoriais e motoras, mas sem
necessidade de qualquer intervencao cirtrgica. A recuperacao funcional acontece de
maneira espontanea, embora possa levar de semanas a meses, dado que a
regeneracao axonal € essencial. No estagio 3, a lesdo se estende a bainha, aos
axbnios e ao endoneuro, de maneira que a recuperacao autbnoma se torna mais
desafiadora. No estagio 4, a lesdo também atinge o perineuro, de maneira que ha
continuidade apenas do epineuro, configurando um dano bastante severo,
comumente ocasionado por esmagamentos. O estagio 5, 0 mais grave, € equivalente
a neurotmese de Seddon (Figura 3-5), em que ha uma ruptura de todas as camadas
nervosas (48).

Na transeccdo completa do nervo, ou neurotmese, todas as estruturas do
aparato neuromuscular sao prejudicadas, desde as JNMs e as fibras musculares até
o corpo celular do neurénio motor na medula espinal, devido ao bloqueio da conducgéo
nervosa. Ao contrario do sistema nervoso central, o sistema nervoso periférico
apresenta capacidade de regeneracdo e reinervacdo, sendo que 0s axonios
lesionados se regeneram lentamente a uma taxa de 1 a 4 mm/dia (50). No entanto,
diversos fatores dificultam essa regeneragéao apos a leséo, incluindo a severidade, o
mecanismo de lesdo, a grande distancia entre o corpo celular do neurdnio e o tecido
alvo e a perda do suporte das células de Schwann, de modo que a recuperagao

funcional total normalmente ndo é alcangada (51, 52).
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1.4. Patofisiologia da les&o nervosa
i —h
~duf_ Ymy b
Fase | @ YP 0 & }‘)
Lesdo e inicio da resposta aguda

Fase ll

Fase lll =)

Regeneragdo e crescimento axonal

Figura 4. Representacdo esquematica das mudancas desencadeadas pela lesdo de nervo. Adaptado
de (53).

Apés a lesdo nervosa, uma cascata de respostas fisioldgicas e metabdlicas é
desencadeada no nivel celular no local da lesdo e no corpo celular dos neurbnios
afetados, na tentativa de se restabelecer o dano resultante da lesdo (23) (Figura 4 -
Fase ). Na neurotmese, 0 nervo é segmentado em dois cotos, distal e proximal ao
local da leséo, que estdo sujeitos a processos relativamente distintos (54). O coto
proximal se mantém ligado ao corpo celular na medula e adota um perfil regenerativo,
enquanto que o 6rgao alvo e o coto distal sdo privados de sua fonte de estimulo
elétrico e passam por alteracbes degenerativas seguidas por um processo de

regeneracao apos inervacao.

No coto distal, em que os axdnios perdem contato com 0sS corpos neuronais,
rapidamente tem inicio o processo da degeneragdo Walleriana, manifestando-se
como quebra da mielina e desintegracdo axonal (Figura 4 - Fase Il). Esse processo

inicia-se com um influxo de célcio intracelular, desencadeando a ativacdo e
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granulacédo de proteases dentro do axoplasma através da protedlise de microtubulos
e neurofilamentos. Essa sucessdo de eventos compromete ainda mais a integridade
organizacional da estrutura celular (54, 55). Nesse meio, padrdes moleculares
associados a danos (DAMPSs) e agentes pro-inflamatorios, incluindo fator de necrose
tumoral (TNF-)a, interleucina (IL-) 18 e CCL2, ativam a resposta imune inicial,
principalmente atribuida a macréfagos (56). Uma das principais funcdes desses
macréfagos é a depuracdo de residuos teciduais, papel reforcado pelas células de
Schwann através da autofagia da mielina (57). As células de Schwann, fibroblastos e
macrofagos residentes também contribuem para o meio inflamatdrio, liberando

mediadores pré-inflamatérios (58).

Dentro da depuracdo tecidual, a regeneracdo comeca lentamente na
extremidade proximal do local da leséo e prossegue em direcdo ao segmento distal
(Figura 4 - Fase lll). Nesse contexto, as células de Schwann proximas a regido lesada
se desdiferenciam, proliferam e migram para o local da lesédo. L4, elas se alinham
dentro dos tubos endoneurais, formando colunas longitudinais conhecidas como
bandas de Blngner, dentro das quais liberam fatores de crescimento e fatores tréficos
para estimular o alongamento axonal até o 6rgdo previamente inervado (52). E
importante ressaltar que a orientacdo correta das bandas de Blingner € dependente
de uma vasculatura polarizada, induzida pelo fator de crescimento endotelial vascular
derivado de macrofagos ao estimulo da hipéxia. Esses vasos sanguineos recém-
formados sé@o essenciais para a regeneracdo guiando a migracdo das células de

Schwann através da ferida e subsequente alongamento axonal (59).

Dentre as proteinas constituintes do citoesqueleto axonal, as mais comumente
estudadas sdo os neurofilamentos, cuja principal funcdo € assegurar a integridade
mecanica dos axdnios (60). Em quadros de lesdo no sistema nervoso, ocorre a
interrupcdo da organizacdo e/ou expressao dos neurofilamentos, desse modo o
aumento dessas estruturas esta relacionado a maturidade do tecido e melhora na
recuperacdo pos lesdo. Estudos utilizando como modelo a lesdo nervosa em
diferentes intervalos de tempo comprovaram que ha associacdo do aumento de
neurofilamentos a melhora do desempenho funcional (61-64). Durante o processo de
regeneracao, as células de Schwann expressam proteinas essenciais como a S100
(65, 66) e mielinizam os axbnios de médio a grande calibre, assegurando a

transmissao adequada do impulso nervoso.



27

No coto proximal, a neurotmese evoca uma resposta retrograda nos corpos
celulares neuronais (10), havendo mudancas estruturais e alteracdes em seu perfil de
expressdo génica adotando uma funcdo regenerativa ao invés de sinaptica/de
transmissdo (52). Os neurbnios sobreviventes sofrem uma série de alteracdes
fisiologicas e morfolégicas denominada cromatolise, caracterizada pelo inchaco e
arredondamento do corpo celular, dissolucdo dos granulos de Nissl, deslocamento
excéntrico do ndcleo e reticulo endoplasméatico e desorganizacdo das organelas (1,
67). Essas modificagOes estruturais sdo paralelas a uma mudangca no metabolismo
celular fisioldgico em direcéo a sintese de proteinas envolvidas na regeneracéo axonal
(10), como aqueles relacionados ao citoesqueleto e fatores de crescimento (54). Com
a eliminacdo dos residuos de mielina, a regeneracdo comeca lentamente na
extremidade proximal do local da lesdo e prossegue em direcdo ao segmento distal.
Os axbnios seccionados produzem um grande numero de brotos, intimamente
associados as células de Schwann, formando varios cones de crescimento com
axonios de pequeno calibre que crescem gradativamente ao longo da deposicéo da
bainha de mielina.

De maneira coordenada, as células gliais ativadas proliferam significativamente
apos a lesdo, sendo um processo que persiste de dois dias a varios meses apoés a
axotomia (68). A ativacdo astrogliar e microgliar apés a axotomia parece desempenhar
um papel crucial na retracdo sinaptica dos corpos celulares dos motoneurénios em
gue realizam alteracdes sinapticas retrogradas conhecidas como “synaptic stripping”,
um processo pelo qual a micréglia residente seletivamente remove sinapses de
neurdnios lesionados (69). Nesse processo ha o extenso descolamento de terminais
pré-sinapticos de perfis neuronais e dendritos de motoneurdnios axotomizados (70),
pela acdo da glia residente. Esse estimulo rapidamente recruta maiores nimeros de
astrocitos e microglia nas proximidades dos terminais sinapticos afetados que, em seu
modo regenerativo, reagem através de mudangas conformacionais e estruturais de
suas projecdes citoplasmaticas se contactando com a membrana do motoneurdnio
lesionado e os terminais sinapticos degenerados (71), em especial, aqueles de origem
glutamatérgicas (72), que podem ser identificados através de marcacdes dos
transportadores vesiculares de glutamato 1 ou 2 (VGLUT-1/2).

Nesse cenario, a distancia da lesdo do corpo celular implica piora do quadro

regenerativo, como observado em neurdnios sensoriais, onde a maior proximidade
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com os ganglios da raiz dorsal esta diretamente relacionada ao numero de células
nervosas mortas (73) e uma maior distancia efetiva para a regeneracao. Outro desafio
importante é o emparelhamento equivocado dos axénios em regeneracao, que podem
se conectar com outros fasciculos nervosos, direcionando-os para outros muasculos
ou outros tecidos (72). Esses erros alteram a conectividade original dos
motoneurdnios, levando a deficiéncias funcionais motoras. Surpreendentemente,
embora os axoOnios se regenerem, estudos tém demonstrado que a recuperacéo
morfoldgica do nervo e do musculo ndo é suficiente para promover a recuperagao
funcional, pois ainda pode haver comprometimento da funcionalidade sinaptica (74,
75).

As lesBes nervosas também afetam diretamente o sistema muscular, causando
prejuizo aos musculos inervados que perdem sua fonte de estimulo elétrico. S&o
observadas diversas alteracdes morfoldégicas e moleculares, geralmente associadas
a atrofia muscular, com reducdo da area das fibras, do numero de mionucleos e
células satélites (76); desorganizacdo extracelular dos sarcoémeros e intracelular de
suas organelas, com dano mitocondrial e vacuolizacao; e alteracdo na expresséao de
proteinas relacionadas a degeneracdao, inflamacéo e atrofia muscular (44, 77). Ainda
gue haja uma alta plasticidade neuromuscular apés leséo e reinervacao, o processo
autbnomo é insuficiente para recuperacdo dos movimentos finos, visto que atrasos na
reinervacdo muscular ainda comprometem também a capacidade regenerativa dos
motoneurdnios afetados e ha um desvio consideravel da direcao das fibras nervosas
em regeneracao (54).

Por fim, as terminacdes nervosas que formaram as JNMs também séo perdidas
e, mesmo com o brotamento axonal bem-sucedido, a falha da reinervacao limita a
recuperacédo da funcdo muscular (78) (Figura 5A). Alguns fatores como o brotamento
de um ramo irregular do nervo, poli-inervagdo (79) e, 0 mais comum, reinervacao
colateral das fibras musculares sdo obstaculos para uma recuperacdo funcional
satisfatoria. As JNMs desnervadas sofrem degeneracdo grave e subsequente
desintegracdo (80) e desagregacdo dos nAChRs e das proteinas ancoradas,
fundamentais para a manutencdo de sua funcdo (81). Os DAMPs dos axonios
lesionados ativam as células de Schwann terminais (tSCs), as quais mantém contato
intimo com a porgao do terminal nervoso das JNMs, e liberam quimiocinas, sinalizando

como substratos de orientagdo para pontes de tSCs e reinervagédo da JNM (11, 82) .
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A subunidade nAChR-¢ é substituida pela nAChR-y levando a falha na ativacao

sinaptica, além de faléncia muscular e atrofia (83).
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Figura 5. Eventos celulares e moleculares associados a desnervacdo e reparo muscular ao nivel da
juncdo neuromuscular. Esquema de juncdo neuromuscular desnervada (A) e saudavel (B). Apos a
lesdo nervosa, todos os componentes da JNM séo prejudicados e a via de sinalizacdo
Agrina/LRP4/Musk/Rapsina desempenha um papel significativo para a formacdo dos novos cluster
NnAChRs e manutencdo da JNM. Adaptado de (25).

Outro prejuizo decorrente da desnervacdo as JNMs é relacionado a mudancas
significativas na expressdo de proteinas da via da Agrina/Rapsina/Musk/LRP4,
fundamental para a manutencao e estabilizacdo dos clusters de nAChR (84), levando
a alteracOes da area e conformacao da JNM (77). Logo apos a lesédo, proteinas desta
via tém sintese aumentada, mas sua complexa desorganizacdo leva a falha no
funcionamento adequado, inativagdo de MMP3 e acumulo de Agrina na fenda
sinaptica (11). Devido a desorganizagdo, o microambiente da JNM também é privado
de outros sinais retrogrados e anterogrados que mantém sua estabilidade (11), em
que as tSC ativadas estendem seus processos de sintese de nAChR em regides

musculares nao-sinapticas.
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Para o processo regenerativo, a proteina Agrina tem um papel fundamental em
iniciar a via de agrupamento de receptores, remodelando e retornando as JNMs a sua
forma convencional (23). A proteina LRP4, dependente de Agrina para ativacdo (84),
também tem papel fundamental no processo regenerativo, contribuindo para a
ativacdo das tSCs apos lesdo, que sdo responsaveis por orientar a reinervacado dos
JNMs nas fibras desnervadas (77). Notavelmente, as tSCs ativas também mantém a
organizacdo dos JNMs secretando substratos que regulam proteinas pos-sinapticas,
como a MMP3, que esta envolvida na integridade da lamina basal e da placa terminal
(80, 85). Outras proteinas sintetizadas pelo musculo também desempenham um papel
fundamental na manutencao e regeneracao pos-sinaptica, ja que sdo participantes de
vias de regulacdo importantes, como as proteinas MusK e Dok7 da via da Agrina ou
MURF-1 e atrogina-1 da via da ubiquitina-proteassoma, que previnem a desnervagao
(11, 77). Ademais, o retorno da subunidade épsilon substituindo a subunidade gama
€ um indicador de regeneracdo, pois ocorre somente ap0s a reinervacdo e

diferenciagéo dos miotubos (11).

Em conjunto, grandes eventos celulares e moleculares ocorrem e privam nao
s6 o nervo associado, as células de Schwann e as fibras musculares, mas também a
JNM, provocando uma série de sinais que, mesmo com a regeneracdao morfologica
dos axoénios, podem nédo resultar em associacdo definitiva com a recuperacao
funcional. A compreenséao do nicho terapéutico da JNM é essencial para proporcionar
resultados positivos apds a reinervacao, o que inclui ndo apenas a reinervacao atraves
da chegada de axb6nios regenerados aos dominios musculares poés-sinapticos
desnervados, mas também a capacidade de ativacao sinaptica (Figura 5B). Estudos
indicam que somente a partir de 12 semanas apés reconstrucdo nervosa com
neurorrafia isolada, que as placas motoras estdo completamente reinervadas, com
retorno da morfologia das JNMs aos padrdes normais (74, 86). Surpreendentemente,
estudos em roedores (74, 75) demonstraram que existe um periodo critico ap6s o
gual, mesmo com 4 meses apos reparo, reinervacao do musculo-alvo e formacao das
JNMs, nédo ha resultado motor satisfatério, o que pode refletir em um possivel defeito
na transmissao sindptica. Isto sugere que o reparo por neurorrafia (sutura) isolada é

insuficiente para restauracgao funcional das JNMs (75).
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1.5. Abordagens de reparo apds lesdo

Nos ultimos anos, véarias abordagens tém sido testadas e utilizadas com o
objetivo de aperfeicoar a funcionalidade do nervo lesionado (87, 88). A maioria dos
modelos experimentais utiliza roedores, em que séo cirurgicamente realizadas lesdes
nos nervos facial, ulnar ou isquiatico (89). Tratamentos que resultam em completa
recuperacdo morfolégica e funcional permanecem um desafio para a préatica médico-
cirargica. As principais dificuldades estdo relacionadas a propria reconexao e
regeneracao nervosa, em que 0s axdnios regenerados ndo conseguem atingir seus
tubos endoneurais originais (54), além disso ha dificuldade na revascularizacédo local,
perda progressiva do carater regenerativo nas células de Schwann, atrofia dos 6rgéos
inervados. Além disso o tempo prolongado entre a intervencdo médica apés a lesédo

sao fatores cruciais que interferem na recuperacao (9, 54, 60, 90).

Dentre as técnicas de corre¢do para transecc¢ao nervosa, a neurorrafia término-
terminal é o padrédo-ouro (39). Esse tipo de neurorrafia s6 é possivel quando os cotos
nervosos estao preservados, visiveis e integros, sem perda tecidual, e ndo ha tenséo
para reaproximacao e reconexao dos cotos (91). Apesar dos avangos nas técnicas de
reparo microcirlrgico, a recuperacao funcional satisfatéria das estruturas acometidas
ainda nao foi alcancada, pois mesmo com o sucesso da reconexao entre 0s cotos
nervosos, as taxas de recuperacdo motora tardia atingem apenas 50% de sucesso
(92). Desse modo, a investigacdo e desenvolvimento de novas estratégias e
abordagens que visem uma melhor regeneracao sao necessarios. Diversos estudos
tém investigado a associacdo de terapias adjuntas a neurorrafia, como a utilizacéo de
enxertos nervosos, tubos conduites, terapias celular, fotobiomodulacéo e aplicacao
de selantes de fibrina (1, 2, 7).

Os selantes de fibrina sdo substancias adesivas que mimetizam os estagios
finais da coagulacdo sanguinea, através da formagéo de um coégulo de fibrina estavel
e fisiologico no local de aplicacdo. Eles ainda fornecem um suporte fisico para a matriz
extracelular e podem ser associados a outros compostos de tratamento, ja que
possuem a capacidade de preservar os fatores bioquimicos e as propriedades
originais dos implantes. (93-96). Dessa maneira, 0s selantes sdo muito Uteis para
proporcionar hemostase, permitir a reducdo no numero de suturas e proteger o
ambiente contra infecgbes por microrganismos (95, 97). Eles também permitem

diminuicdo das reacbes inflamatorias e da incidéncia de trauma (1, 98),
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proporcionando uma agilidade na cirurgia e na recuperacéo, devido a facilidade e

rapidez de aplicacao.

Em linhas gerais, os selantes de fibrina sdo produzidos de duas formas: a partir
de derivados sanguineos autélogos ou homologos. Os selantes autélogos utilizam o
sangue do proprio paciente, de maneira que sdo biocompativeis e ndo apresentam
risco de transmissdo de doencas infecciosas, mas ndo sdo viaveis em cirurgias e
aplicacbes de emergéncia. Como alternativa, selantes homologos de fibrina
produzidos por um pool de sangue humano tém sido utilizados. No entanto, nesses
casos ha riscos de transmissdo de doencas infecciosas como hepatite, HIV e
parvovirose humana (99). Além de ter um alto custo de matérias-primas, dado a
necessidade de extracdo sanguinea de trombina bovina ou humana e fibrinogénio
humano. Devido a sua composi¢cdo com sangue humano, outro problema comum é a
fibrindlise rapida, que se inicia em menos de 24 horas apos a aplicacdo e desprende

prematuramente 0s cotos nervosos (99).

Mesmo com sua introducdo ndo tao recente na clinica humana, ainda ndo ha
consenso sobre o uso e a eficacia dos selantes de fibrina para reparo nervoso, com
predominio na literatura de estudos com modelos de roedores e poucas avaliacbes
em humanos (98, 100). O uso de selantes ainda ndo € aprovado por agéncias
reguladoras, como a Anvisa e Food and Drug Administration (americana) para reparo
de nervos, mas o0 interesse nesta terapia, ndo sO para reconstrucdo nervosa, €
crescente. Até hoje, os selantes de fibrina disponiveis comercialmente sdo produzidos
a partir de trombina bovina e humana e fibrinogénio (homoélogo) e apresentam
desvantagens e riscos, de modo que, além de transmissores de doencas infecciosas,
podem gerar fibrose, toxicidade e necrose (1). Também podem levar ao
desenvolvimento de anticorpos contra trombina bovina, reacéo anafilatica a proteinas

bovinas, entre outras reacdes adversas (101, 102).

1.6. Biopolimero Heterdlogo de Fibrina

Considerando as desvantagens presentes nos selantes de fibrina
comercialmente disponiveis, um grupo de pesquisadores do Centro de Estudos de
Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP) da Universidade Estadual Paulista,

Botucatu, Sao Paulo, Brasil, desenvolveu e padronizou um novo selante de fibrina na
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década de 1990. O biopolimero heterdlogo de fibrina (BHF) consiste em dois
componentes principais, sendo eles uma enzima semelhante a trombina (serina
protease) extraida do veneno da cascavel Crotalus durissus terrificus e um
crioprecipitado rico em fibrinogénio e outros fatores coagulantes obtido do sangue do
bafalo Bubalus bubalis (95, 102). Quando ambos os componentes sdo misturados na
presenca do diluente de cloreto de calcio, o produto polimeriza-se, formando uma
robusta rede de fibrina. O BHF € um farmaco inteiramente brasileiro que tem atividade
comparavel aos selantes comerciais, ainda sendo biodegradavel, absorvivel e sem
sinais de toxicidade ou reacdo adversa (103). Devido a sua composi¢cao Unica e
auséncia de sangue humano, € considerado o Unico biopolimero heterdlogo de fibrina

no mundo (100). Além disso, possui excelente capacidade adesiva e hemostatica (95).

Comparado a outros selantes comerciais de fibrina utilizados clinicamente,
apresenta outras vantagens devido ao seu baixo custo de producdo, alta
disponibilidade de matéria-prima para sua fabricacdo e possibilidade de adaptar sua
formulacéo de acordo com o tipo de procedimento (102). Sua formulacao permite sua
utilizacdo em pronta entrega na clinica médica e em diversos procedimentos
cirdrgicos, como enxertos de pele e reconstrucbes cirargicas, auxiliando na
hemostasia e refor¢o de sutura (91, 99). Além disso, sua capacidade regenerativa foi
testada em 40 pacientes de um ensaio clinico de fase I/l para o tratamento de Ulceras
venosas cronicas, demonstrando ser um produto seguro, ndo imunogénico e com
eficacia promissora, ja que houve melhora significativa da qualidade do leito da Ulcera,

reducdo significativa da &rea da Ulcera e cicatrizacdo em varios pacientes (104, 105).

Nos ultimos anos, o BHF tem sido utilizado em associacdo com sutura e outros
fatores terapéuticos, a fim de potencializar ou minimizar as dificuldades do tratamento
padrao-ouro atual para lesdes nervosas. Em associacéo a neurorrafia para reparo de
uma transeccao nervosa, a aplicacdo do BHF demonstrou resultados positivos na
reducdo do trauma mecéanico do nervo (reducdo do numero de pontos de sutura)
(106), demonstrou resultados morfolégicos e/ou moleculares semelhante a sutura
tradicional (44, 101, 106, 107), apresentou facil utilizacdo com boa capacidade
adesiva (108); ainda proporcionou biocompatibilidade com outros materiais,
principalmente terapias celulares, em que garantiu melhor sobrevivéncia das células

e efetividade de suas fungdes (65, 66, 109).
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Nosso grupo de pesquisa tem realizado diversos estudos investigando os
efeitos regenerativos do BHF na reparacao de lesdes nervosas em ratos em diferentes
tempos de reparo e situagoes de tratamento. De fato, foram observados muitos efeitos
positivos associados ao potencial do BHF desde periodos iniciais apés lesédo, durante
0 pico de efeito pré-inflamatério, até periodos intermediarios com um microambiente
mais estabilizado (44, 77, 106, 107). Ressalta-se que a associacdo do BHF a
neurorrafia resultou em melhorias significativas na regeneragcdo nervosa, incluindo
aumento do crescimento axonal, melhora no recrutamento da resposta imune e da
vascularizacdo tecidual, mais similaridade morfolégica entre os tipos celulares
observados e restauracéo e ancoramento das JNMs. Em uma perspectiva funcional,
embora ainda néo satisfatorio, a combinagdo de BHF com sutura também ja promoveu
uma restauracdo mais eficaz do impulso nervoso, marcha e fungdo motora. Esses
resultados sdo promissores para o0 avan¢o do conhecimento na area de regeneracao

nervosa.
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Conclusao

Nossos resultados destacam os efeitos benéficos tardios do BHF na reparacéo
da lesdo e asseguram seu potencial para superar os efeitos de regeneracao
alcancados pela neurorrafia sozinha, endossando o BHF como um bioproduto
promissor para ensaios clinicos.

De fato, aos 120 dias, o BHF demonstrou uma boa capacidade para prevenir e
manter um microambiente menos degenerado e impactado em todo o eixo da
interacdo neuromuscular em comparacao a neurorrafia.

Em relacdo ao ambiente do sistema nervoso central, sugerimos que o BHF
apresenta potencial para melhorar a preservacdo dos neurdnios motores e sua
subsequente regeneracdo. Aos 120 dias, ha reducdo da morte neuronal e microgliose
cronica, além da atenuacdo da desorganizacdo neuronal e uma integridade nervosa
mais proxima do grupo controle, em comparacao a neurorrafia isolada. A associacao
ao BHF beneficia o microambiente medular.

Em relacdo ao ambiente do sistema nervoso periférico, apos 120 dias de
reconstrucdo, o BHF associado a neurorrafia preveniu a fibrose e a atrofia muscular.
Isso possivelmente aconteceu devido ao aumento substancial nos axonios
regenerados no grupo NB e sua posterior reinervacao.

Tomados em conjuntos, esses resultados contribuem para uma melhor
preservacao e restauracdo nervosa, manutencdo da funcdo e saude muscular como
um todo.





