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Resumo

As lesBes nervosas periféricas (LNPs) afetam, além do nervo, a inervagcdo do
muasculo e as juncbes neuromusculares (JNMs) associadas. Ocorrem diversas
alteracdes morfofuncionais e moleculares, além de uma intensa resposta imune,
principalmente macrofagica. Métodos alternativos de reparo vém sendo utilizados a
fim de potencializar a regenerag¢é@o nervosa como o biopolimero heterdlogo de fibrina
(BHF). O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do BHF associado a neurorrafia
no reparo do nervo isquiatico, com énfase no microambiente da leséo e na interagédo
neuromuscular. Quarenta ratos Wistar (CEUA/IBB/Unesp: 1177/2019) foram
distribuidos em 4 grupos (n = 10/grupo). No grupo Controle (C) foi realizada a
localizagcdo do nervo. No grupo Desnervado (D), neurotmese e remocao de
fragmento de 6 mm, inversdo dos cotos e fixacdo na tela subcutanea. No grupo
Sutura (S), neurotmese seguida de neurorrafia. No grupo Sutura + BHF (SB),
neurotmese seguida de neurorrafia e acrescido o BHF. Os animais foram
eutanasiados aos 7 e 30 dias apdés cirurgia. Os nervos e 0s musculos séleos foram
coletados para andlise semiquantitativa dos macréfagos M2 (CD206+); analise
morfolégica e morfométrica do nervo, do musculo e das JNMs; quantificacdo de
tecido conjuntivo intramuscular. O grupo SB foi 0 Unico que apresentou semelhanca
ou maior proximidade ao grupo C, em relacdo ao niumero de axdnios aos 7 dias; e
ao numero, area e densidade dos vasos sanguineos, angulacdo e angulo de Feret
das JNMs, numero de nucleos centrais e quantificacdo de tecido conjuntivo do
musculo, aos 30 dias. Também aos 7 dias no grupo SB, houve aumento da &rea do
nervo, numero e area dos vasos sanguineos em relagdo aos outros grupos. E ainda
no grupo SB aos 7 e 30 dias houve aumento da &rea dos macrofagos M2 em relagéo
a todos os outros grupos. Esses resultados demonstram o potencial do BHF em
acelerar a regeneracdo nervosa, induzir angiogénese e potencializar a resposta
imune, além de prevenir degeneracdo muscular severa, com menor grau de fibrose
e auxiliar no retorno das JNMs aos seus padrdes morfolégicos normais O BHF
fornece um microambiente favoravel, que melhora a regeneracdo nervosa, e assim,
vantajoso no reparo de nervos periféricos.

Palavras-chave: Biopolimero de fibrina; Interacdo neuromuscular; Lesdo nervosa
periférica; Macrofagos; Neurorrafia; Regeneracao nervosa; Resposta imune.



Abstract

Peripheral nerve injuries (PNIs) affect, in addition to the nerve, muscle innervation
and associated neuromuscular junctions (NMJs). There are several morphofunctional
and molecular changes, in addition to an intense immune response, mainly
macrophagic. Alternative repair methods have been used in order to enhance nerve
regeneration, such as the heterologous fibrin biopolymer (HFB). The purpose of this
study was to evaluate the effects of HFB associated with neurorrhaphy on sciatic
nerve repair, with emphasis on the microenvironment of the injury and on
neuromuscular interaction. Forty Wistar rats (CEUA/IBB/Unesp: 1177/2019) were
distributed into 4 groups (n = 10/group). In the Control group (C), the location of the
nerve was performed. In the Denervated group (D), neurotmesis and removal of a 6
mm fragment, inversion of the stumps and fixation in the subcutaneous tissue. In the
Suture (S) group, neurotmesis followed by neurorrhaphy. In the Suture + BHF (SB)
group, neurotmesis followed by neurorrhaphy plus BHF. Animals were euthanized at
7 and 30 days after surgery. The nerves and soleus muscles were collected for
semiquantitative analysis of macrophages M2 (CD206+); morphological and
morphometric analysis of the nerve, muscle and NMJs; quantification of
intramuscular connective tissue. Group SB was the only one that showed similarity or
greater proximity to group C, in relation to the number of axons at 7 days; and the
number, area and density of blood vessels, angulation and Feret angle of NMJs,
number of central nuclei and quantification of muscle connective tissue, at 30 days.
Also at 7 days in the SB group, there was an increase in the nerve area, number and
area of blood vessels in relation to the other groups. And even in the SB group at 7
and 30 days there was an increase in the area of M2 macrophages compared to all
other groups. These results demonstrate the potential of BHF in accelerating nerve
regeneration, inducing angiogenesis and potentiating the immune response, in
addition to preventing severe muscle degeneration with a lower degree of fibrosis
and helping to return NMJs to their normal morphological patterns, which improves
nerve regeneration, and thus is advantageous in peripheral nerve repair.

Keywords: Fibrin biopolymer; Immune response; Macrophages; Neuromuscular
interaction; Neurorrhaphy; Nerve regeneration; Peripheral nerve injury.
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1. INTRODUCAO

1.1. SISTEMA NERVOSO: CONSTITUICAO GERAL E DIVISAO ANATOMICA

O sistema nervoso (SN) pode ser dividido anatomicamente em duas partes:
uma parte central, o sistema nervoso central (SNC), e uma parte periférica, o
sistema nervoso periférico (SNP). O SNC é constituido pelo encéfalo e pela medula
espinal, enquanto que o0s nervos, ganglios e terminagdes nervosas compdem o SNP
(Felten et al., 2015; Bear et al., 2020).

O SN é constituido pelo tecido nervoso, uma complexa rede de células
altamente especializadas que transmitem sinais elétricos (impulsos nervosos) de e
para as diferentes regides do corpo, coordenando assim todas as suas funcgdes
(Hussain et al., 2020).

As células que compbe o tecido nervoso sao divididas em dois grupos:
neurénios e células da glia. As células da glia incluem, no SNC, oligodendrdcitos,
astrocitos, microglias e células ependimarias, e no SNP, células de Schwann e
células satélites (anficitos). Os neurbnios sao responsaveis pela recepcao,
transmissdo e processamento de estimulos, por meio da geracdo e conducdo de
impulsos nervosos, enquanto que as células da glia possuem papel de sustentacao,
defesa e nutricdo dos neurbnios, fornecendo-os um microambiente adequado
(Felten et al., 2015; Bear et al., 2020).

Um neurénio (Figura 1) é constituido por um corpo celular, do qual tem origem
os dendritos e 0 axénio. O corpo celular contém organelas responsaveis pela sintese
de macromoléculas e de outros componentes necessarios para garantir a estrutura e
funcdo do neurdnio. Os dendritos sdo inUmeras ramificacbes que partem do corpo
celular, e realizam diversas sinapses, constituindo a principal area de contato e
comunicacdo dos neurdnios. O axdnio também tem origem no corpo celular, em uma
regido denominada cone de implantacdo, mas diferente dos dendritos, € uma
ramificacdo geralmente Gnica, que se estende por longas distancias, podendo
chegar a mais de 1 m de comprimento (Bear et al., 2020).

Todos os axonios tém um comeco (cone de implantacdo ou cone axdnico),
um meio (0 axonio propriamente dito) e um fim. A extremidade final € denominada

terminal nervoso ou botdo terminal (Figura 1), € um local onde o axdnio entra em
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contato com outros neurbnios ou outras células, e transmite informacdes a elas,

constituindo as sinapses axonicas (Bear et al., 2020).

Corpo celular do neurdnio
Mitocondria
Aparelho de Golgi Botdes

Cone axdnico Axonio (pode terminais

i s ser mielinico,
Segmento inicial )

do axdnio

Célula
pés-sinaptica

Espinhas Corpusculo  Neurofilamento
dendriticas de Nissl

Figura 1. Esquema geral de um neurdnio e seus componentes celulares. Adaptado de Martini et al.
(2009).

Os ax6nios podem associar-se, no SNP, a células de Schwann, e no SNC, a
oligodendrdcitos, que emitem projecBes da sua membrana plasmatica, envolvendo
os axobnios, e formando as bainhas de mielina. Enquanto um oligodendrécito
contribui com mielina para varios axénios, cada célula de Schwann mieliniza apenas
um unico axénio. A bainha de mielina ndo se estende continuamente ao longo de
todo o comprimento do axbnio, ha espacos sem mielinizacdo entre as bainhas,
chamados de nodos de Ranvier. A distancia entre os nodos € geralmente de 0,2 a
2,0 um, dependendo o tamanho do axonio, sendo que axbnios de maior diametro
possuem distancias internodais maiores. A mielina associada ao axénio tem como
funcdo o isolamento elétrico, visando o aumento da velocidade de condugéo do
impulso nervoso. Os axonios mais 0 seu envoltorio glial sdo denominados de fibras
nervosas, que podem ser mielinizadas ou n&o (Bear et al., 2020).

O diametro de um axoénio varia de menos de 1 um a cerca de 25 ym em
humanos. Esta variagdo € importante, logo que a velocidade de conducdo do
impulso nervoso aumenta com o aumento do didmetro axonal. Axonios de grande e

médio diametro (maiores que 1 uym) apresentam bainhas de mielina, enquanto que
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0s axonios de pequeno diametro (menores que 1 ym) sado desmielinizados (Felten et
al., 2015; Bear et al., 2020).

1.2. SISTEMA NERVOSO PERIFERICO: ESTRUTURA E FUNCAO

Os nervos sao os principais constituintes do SNP, sao formados por feixes de
fibras nervosas, e associam diferentes partes do corpo ao SNC. Os sinais sensoriais
sao transmitidos ao SNC por meio das fibras nervosas sensitivas (aferentes), e a
resposta gerada é conduzida pelas fibras nervosas motoras (eferentes) até os
orgaos-alvo. Assim, uma via de comunicacdo mutua € estabelecida entre o SNC e
areas periféricas do corpo (Hussain et al., 2020).

Morfologicamente, cada nervo € constituido externamente pelo epineuro
(Figura 2A.), uma camada fibrosa de tecido conjuntivo denso que reveste o nervo e
envolve os feixes de fibras nervosas, denominados de fasciculos nervosos,
conferindo resisténcia e rigidez a estrutura. O epineuro possui um arranjo mais
espacado de fibras colagenas, e ainda inclui tecido adiposo, além de ser
vascularizado por capilares fenestrados, ou seja, que possuem orificios (fenestras)
em sua camada de células endoteliais. Cada fasciculo nervoso € revestido pelo
perineuro (Figura 2B), formado por varias camadas de células robustas, achatadas e
justapostas (células perineurais), unidas por juncfes oclusivas e interpostas por
lamina basal. O perineuro € permeado por pequenos vasos sanguineos, que irrigam
o0 tecido nervoso, denominados de vasa nervorum ou vaso dos nervos, cujas células
endoteliais sdo unidas por juncdes oclusivas, sendo que o perineuro é uma das
camadas que constitui a barreira hematoneural (ou hematonervosa), uma barreira
que previne passagem de muitas macromoléculas, sendo um importante mecanismo
de defesa contra agentes nocivos. Dentro de cada fasciculo encontram-se axénios,
cada um envolvido pelas células de Schwann, com sua lamina basal, e um
envoltério de tecido conjuntivo frouxo, o endoneuro (Figura 2C), constituido
principalmente por células endoneurais, fibras colagenas, fibras reticulares
sintetizadas pelas células de Schwann, além de outros elementos da matriz
extracelular. O endoneuro é permeado por capilares sanguineos que provém dos
vasa nervorum, e com isso, suas células endoteliais também formam juncdes
oclusivas impermeaveis, estabelecendo efetivamente a barreira hematoneural
(Kerns, 2008; Geuna et al., 2009).
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