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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Anastomose do nervo facial de
coelhos com cola de fibrina:
estudo da velocidade de
conduciao nervosa

Francisco Aurelio Lucchesi Sandrini ', Edwaldo
Dourado Pereira-Jiunior %, Cosme Gay-Escoda 3

Resumo

Objetivo: Este estudo tem o objetivo de avaliar através da
velocidade de condug¢io nervosa com eletrodos de superficie
a utilizacao da cola de fibrina na anastomose nervosa. Méto-
dos: Neste experimento, foram avaliadas as diferencas entre
as velocidades de conducido nervosa pré e pos-operatéria do
nervo facial esquerdo de 12 coelhos. Foi verificada a existén-
cia de correlacao entre a velocidade de conduc¢ido nervosa
e o ndmero de axdnios regenerados no pos-operatério. Os
nervos transeccionados foram unidos com cola de fibrina. O
potencial de acao motora foi obtido com o uso de eletrodos
de superficie. O eletrodo de estimulacao foi colocado ime-
diatamente 2 frente do pavilhao auditivo (tronco do nervo
facial) e o eletrodo de gravacao foi colocado no musculo
quadrado do libio inferior. Resultados: A média normal
da velocidade de conducdo nervosa foi de 36,53 m/seg. Ao
final do periodo, a velocidade de conducao nervosa atingiu
um valor de aproximadamente 81% do valor normal. Nao
foi observada correlacdo significativa entre a velocidade de
condugido nervosa poés-operatoria e o nimero de axonios
regenerados (p=0,146). Conclusdo: A anastomose com cola
de fibrina pode ser utilizada para anastomose nervosa no
modelo animal e nervo estudados.

Rabbit Facial Nerve
Anastomosis with Fibrin glue:
Nerve Conduction Velocity
Evaluation

Palavras-chave: adesivo tecidual de fibrina, conducio nervosa,
regeneragao nervosa.
Keywords: fibrin tissue glue, nerve conduction, nerve
regeneration.

Summary

Aim: The aim of this study was to evaluate the use of
fibrin glue on nerve anastomosis, and study conduction
velocity obtained by surface electrodes. Methods: In this
experimental model we evaluated nerve conduction velocity
differences in the preoperative and postoperative periods, for
the left facial nerve of 12 rabbits. Then, we evaluated whether
there were correlations between conduction velocity and the
number of postoperative regenerated axons. The sectioned
nerves were anastomosed with fibrin glue. The muscle
action potentials were obtained from surface electrodes.
The stimulation electrode was placed immediately before
the ear pinna (facial nerve trunk) and the recording surface
electrode was placed on the quadratus labii inferioris muscle.
Results: The facial nerve normal conduction velocity mean
value was of 36.53 m/sec. On the postoperative period,
the mean conduction velocity was approximately 81% of
the normal mean value. A significant correlation was not
observed between the postoperative conduction velocity and
the number of regenerated axons (p=0.146). Conclusion:
The fibrin glue can be used on nerve anastomosis in this
animal model and nerve.
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INTRODUCAO

A sutura epineural e fascicular sao as técnicas micro-
cirdrgicas mais usadas para o reparo de nervos. A sutura
epineural é o procedimento mais comum por apresentar
menor invasividade, conseqiientemente causando menor
dano ao nervo durante o procedimento microcirargico. A
sutura fascicular'” € teoricamente superior, pois o nervo é
suturado interna e externamente permitindo a anastomo-
se fascicular. Entretanto, a manipulacio excessiva pode
aumentar o trauma, a inflamacdo e induzir alteracdes
degenerativas do tecido nervoso.

A reacao de corpo estranho do tecido nervoso ao
fio de poliamida (nylon) € outro possivel problema ao
usar materiais de sutura convencionais'*!'?. Materiais e
instrumentais adequados e disponibilidade de microscépio
cirdrgico melhoram consideravelmente o procedimento
de reparo do tecido nervoso®. A possibilidade da realiza-
cdao de uma anastomose nervosa substituindo as suturas
convencionais por substincias biocompativeis que nao
provoquem reacoes organicas e outros problemas relativos
ao procedimento microcirirgico seria ideal. Esta possibi-
lidade € uma meta que vem sendo perseguida por varios
pesquisadores!'*1®,

A cola de fibrina € um concentrado biologico cons-
tituido por componentes derivados do plasma de aplicacio
topica cujo mecanismo de acao se assemelha a Gltima fase
da coagulacio fisiolégica (formacao do fibrinogénio). O
coagulo formado pelo adesivo é um componente fisio-
logico encontrado no reparo tecidual, e isto o difere de
outros tipos de colas como os cianoacrilatos, que apre-
sentam alta formacao de fibrose e dificuldade de uso em
tecidos imidos'%. A cola de fibrina Tissucol® (Immuno
AG, Viena, Austria) comercialmente apresenta-se em dois
componentes, o fibrinogénio e o catalisador que, mistura-
dos através do sistema Duploject® (Immuno AG, Viena,
Austria), solidificam-se formando um codgulo plasmatico.
A cola de fibrina promove a formac¢ao precoce do coa-
gulo, evitando a formacao de hematoma e acelerando o
processo de reparo’.

Pequenas quantidades de cola de fibrina podem ser
facilmente aplicadas para realizar anastomose de nervos.
A cola de fibrina ndo provoca reacao de corpo estranho
ou a formacdo de cicatrizes teciduais, além de diminuir a
manipulacao dos cotos nervosos e evitar o uso do fio de
nylon que permanece em contato com a intimidade do
tecido nervoso®!0230,

Para a verificacao dos resultados obtidos nos es-
tudos sobre a dindmica da reinervacao pode-se realizar
avaliacoes histologicas e avaliacoes funcionais. A avaliacao
funcional obtida pelo registro da velocidade de conducao
nervosa através da eletromiografia com eletrodos de super-
ficie pode ser Gtil para estimular e registrar os potenciais
de acao muscular e acessar o estado funcional do nervo

facial apds uma lesao ou cirurgia®'.

Este estudo tem o objetivo de avaliar através da ve-
locidade de conducio nervosa com eletrodos de superticie
a utilizacao da cola de fibrina como uma alternativa para
a anastomose nervosa.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacio deste estudo foram utilizados 12
coelhos brancos machos da raga Nova Zelandia pesando
entre 2,5 e 3,0kg. O numero amostral foi definido de forma
nao-probabilistica, seguindo-se os principios preconiza-
dos pelas normas espanholas de experimentacao animal.
A divisao em subgrupos foi realizada de acordo com os
periodos definidos para a avaliacio da velocidade de
conduciao nervosa. Todos os animais foram mantidos sob
condicoes ambientais ideais (25°C, 10% a 55% de umidade
relativa do ar). Para a realizacao do procedimento cirurgi-
co e obtencido das velocidades de conducio, os animais
foram submetidos a anestesia geral com hidrocloridrato
de ketamina 50mg/kg (Ketolar®; ParkeDavis, El Prat de
Llobregat, Barcelona, Espanha) e maleato de acepromazina
5 mg/kg (Calmo Neosan®; SmithKlineBeecham, Madrid,
Espanha). Antes da induc¢ao anestésica foi utilizada atropi-
na via subcutanea (Atropina; Palex, Barcelona, Espanha)
devido a sua acao antiespasmodica e anticolinérgica. Apos
desinfeccio do campo operatorio com iodopovidona (Be-
tadine; Asta Médica, Madrid, Espanha) a anestesia geral
foi complementada com anestesia local com mepivacaina
3% com epinefrina 1:100.000 (Inibsa, Barcelona, Espanha)
por infusdo via subcutinea.

Procedimento cirdargico e lesao nervosa

O animal anestesiado era colocado em decubito
lateral direito e era realizada a tricotomia da regiao pré-
auricular e parte do pescoco do lado esquerdo. Uma in-
cisao submandibular de tamanho suficiente para expor os
ramos: bucal dorsal, bucal ventral e marginal mandibular
do nervo facial era realizada (Figura 1). Apds a exposicio
dos ramos do nervo facial, o anestésico local era gotejado
diretamente sobre 0os mesmos para evitar o uso excessivo
de anestésico geral. O ramo bucal dorsal era seccionado
com tesoura microcirargica do tipo Barraquer (Hu-Friedy,
Chicago, EUA) e unido com cola de fibrina (Tissucol®,
Immuno AG, Viena, Austria) (Figuras 2 e 3). Em todos
0s animais uma marca era realizada proximal e distal-
mente 2 anastomose nervosa utilizando um fio de seda
3-0 (BraunDexon, Barcelona, Espanha), para prevenir a
remocao da amostra para exame histolégico fora da regiao
operada. A pele foi suturada com fio de seda 3-0 (Braun-
Dexon, Barcelona, Espanha). A analgesia pos-operatoria
foi realizada com metamizol 30 mg/kg de peso corpéreo
(Nolotil®, Furopharma, Barcelona, Espanha). As suturas
eram removidas 15 dias depois da cirurgia.
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Figura 1. Anatomia cirdrgica do nervo facial.
RBD Ramo bucal dorsal;RBV Ramo bucal ventral; RMM Ramo marginal
mandibular

Figura 3. Anastomose nervosa com cola de fibrina.

Analise Eletrofisiologica e Histologica

Sob anestesia geral, a velocidade de conducio
nervosa foi determinada com eletrodos de superficie. O
eletrodo de estimulacao foi colocado imediatamente a
frente do pavilhao auditivo (tronco do nervo facial) e o
eletrodo de gravacao foi colocado no musculo quadrado
do labio inferior. O potencial de acdo muscular evocado
foi gravado por um eletromiografo programavel de 5

canais de aquisicio (Medelec MS25, Mistro, Surrey, Ingla-
terra). A velocidade de conducao nervosa foi medida em
metros por segundo e obtida no pré e no pds-operatorio
(imediatamente antes da obtencao do nervo para andlise
histolégica). Os 12 animais foram divididos em 4 grupos
de tamanho igual e mortos através de overdose de pento-
barbitol sédico por injecido intracardiaca aos 15, 30, 60 e
120 dias apds a anastomose nervosa. A diferenca (reducao)
na velocidade de conducgao entre o teste pré-operatorio
e o teste antes da morte (pos-operatorio) foi calculada. O
procedimento cirdrgico e a avaliacao funcional (Veloci-
dade de Conduc¢ao Nervosa) foram realizados apenas no
lado esquerdo, pois nao ha diferencas estatisticamente
significativas entre a velocidade de conducao nervosa entre
o nervo facial direito e esquerdo em coelhos®'.

Para a anilise histologica foram obtidas seccoes da
porcao distal do nervo (préximas a regiao da anastomose).
Os espécimes foram fixados em solugao de glutaraldeido
a 10% e corados com azul de toluidina. Foram realizados
cortes transversais do ramo bucal dorsal e examinados por
microscopia otica sob magnificacio de 400X. A média da
contagem de axoOnios foi calculada pela média da conta-
gem de 4 campos aleatérios de cada nervo.

A velocidade de conducio nervosa pés-operatoria
e o numero de axonios regenerados foram entio corre-
lacionados.

Anélise Estatistica

A analise dos dados foi realizada usando o SPSS 11.0
(Statistical Package for Social Science, Illinois, Chicago,
EUA). A comparacao entre a velocidade de conducao no
pré e pos-operatorio foi realizada com o teste de Wilco-
xon para dados pareados. A correlacao entre a velocidade
de conducao e a contagem dos axOnios regenerados foi
avaliada pela analise de correlacao de Pearson.

RESULTADOS

A Tabela 1 resume os resultados deste estudo.

Tabela 1. Velocidade de conducéo nervosa e contagem de axonios
do nervo facial dos animais submetidos a anastomose com cola de
fibrina.

Velocidade de Conducéao Ner-
vosa (m/seg)*

36,53 + 4,40**

Duragao do Seguimento (dias)

Pré-operatério

15 20,13 = 12,56
30 25,57 = 6,41
60 23,67 + 4,56
120 29,63 + 2,76

Pos-operatério (Total) 24,76 + 7,36
* Valores expressos em Média = Desvio Padrao;
**Esta velocidade de conducéo pré-operatéria foi calculada em 12
coelhos. Os outros valores foram obtidos em subgrupos de 3 ani-
mais.
Fonte: Dados da Pesquisa
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Velocidade de conducao nervosa

A velocidade de conducio nervosa foi medida nos
12 animais estudados. A média da velocidade de conducao
pré-operatoria foi de 36,53 + m/seg. A maxima velocidade
de conducio foi de 46,10 m/seg. Para o seguimento pos-
operatério, os animais foram subdivididos em 4 grupos
de 3 animais (de acordo com os periodos de avaliacao da
velocidade de conduc¢ao nervosa). Aos 15 dias de 12,56
m/seg, a avaliacao da média da velocidade de conducao
foi de 20,13 + 11,86 m/seg. diferenca entre as medidas
pré e pos-operatorias foi de 17,63 + Apos 30 dias de pos-
operatorio a média da velocidade de conducao foi de
25,57 + 6,41 m/seg, a diferenca entre as medidas pré e
pos-operatorias foi de 14,03 + 12,00 m/seg. Aos 60 dias
de avaliacao a média da velocidade de conducio foi de
23,67 + 4,56 m/seg, a diferenca entre as medidas pré e
pos-operatorias foi de 2,66 m/seg. Apés 120 dias de pos-
operatorio a média da velocidade de 8,40 + 2,76 m/seg, a
diferenca entre as medidas pré e condugao foi de 29,63 +
pos-operatorias foi de 7,00 + 1,25 m/seg. Nao houve dife-
rencas significativas entre as medidas pré e pos-operatorias
entre os grupos (Teste Wilcoxon p= 0,109).

O Grifico 1 apresenta as diferenca das médias das
velocidades de conducao entre os periodos pré e pds-
operatérios por subgrupos. A 7,36 velocidade média pés-
operatéria global de todos os animais foi de 24,76 + m/seg
a média total da diferenca da velocidade de conducio entre
as medidas pré e pos-operatorias foi de 11,77 + 8,57 m/seg.
Houve diferenca significativa quando comparadas todas
as velocidades de conduc¢iao do periodo pré-operatério e
todas as velocidades de conducio pds-operatorias (Teste
Wilcoxon p = 0,002).

o @ 207 1263
b« 7
g € 15 7,03
© O 10
o
-G u
83 5
o5
28 o
3 15 dias 30 dias 60 dias 120 dias
Seguimento
| -+ Média das Diferencas |

Grafico 1. Diferenca das médias das velocidades de conducéo entre
os periodos pré e pds-operatérios por subgrupos.
Fonte: Dados da Pesquisa

Regeneracao axonal pos-operatoria

Decorridos 15 dias da anastomose nervosa com
cola de fibrina nenhum sinal de regeneracio axonal foi
observado. Dos 30 aos 120 dias do periodo pos-opera-
torio foi observado um aumento crescente na contagem
de ax6nios com o decorrer do tempo. Nao foi observada

correlacido significativa entre a velocidade de conducao
pos-operatoria e a regeneracao axonal (Teste de pearson
p=0,146). A Figura 4 ilustra os espécimes nervosos usados
para a contagem de axonios.

Figura 4. Fotomicrografia do nervo facial esquerdo apés anastomose
com cola de fibrina (Azul de Toluidina; magnificacao 400 X).
Legenda: AR Axonios regenerados.

DISCUSSAO

A cola de fibrina induz a anastomose dos cotos
nervosos, reduz a dificuldade na uniiio nervosa e minimiza
o dano aos nervos periféricos no ponto de unido. A cola
de fibrina é permedvel e permanece no local o tempo
necessario para permitir a uniio dos cotos nervosos*3.

Young e Medawar34 introduziram este material
como uma alternativa para a sutura nervosa convencional.
Estes autores relataram que nervos seccionados poderiam
ser unidos aplicando uma substancia concentrada derivada
do plasma sanguineo e coagulada ao redor do nervo. Neste
estudo o adesivo foi insuficiente para manter os cotos ner-
vosos unidos sobre tensdo. Neste contexto a aderéncia e a
retracao relacionadas ao uso deste adesivo permaneceram
como problemas por décadas®*?. Este problema foi solu-
cionado posteriormente com o aumento da concentracio
de fibrinogénio neste tipo de adesivo.

A reacio fundamental do fibrinogénio é a con-
versdao em fibrina. O fibrinogénio é soldvel no plasma e
sua conversao ¢ catalisada pela trombina, que ¢é formada
pela protrombina circulante em resposta a aciao do fator
X ativado e fons cilcio. Para alcancar a concentracao
requerida de trombina uma solucao de cloreto de cilcio
¢ aplicada a trombina liofilizada a uma concentracao de
500 UI/L (para coagulacio ripida) ou 4 UI/L (para coa-
gulacio lenta)®¥.

A mistura dos componentes do adesivo de fibrina
utilizado neste estudo ¢ realizada através de um sistema
composto de duas seringas (Duploject®, Immuno AG,
Viena, Austria) que misturam os componentes na agulha
de aplicacao do sistema, evitando a coagulacdo antes da
aplicacao do produto. Apos a aplicacao, a agulha pode
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ser substituida, permitindo varias aplicacdes com a mesma
unidade do adesivo, dentro de um periodo maximo de
4 horas.

As reagoes da cola de fibrina sao similares aquelas
observadas na coagulacao fisiologica: nenhuma retracao
significativa do codgulo é observada40. A cola de fibrina
pode ser usada como uma alternativa a sutura conven-
cional em varias situacdes, na regiio maxilofacial, a sua
utilizacao em septoplastias previne hemorragias e hema-
tomas pés-operatérios.

Em relacdo ao reparo nervoso sua aplicacao ¢é se-
gura e os resultados histologicos e eletrofisiologicos sao
favoraveis. Entretanto, os resultados relacionados a tensao
nervosa e retracao da sutura convencional sao melhores®.
A cola de fibrina utilizada no presente estudo (Tissucol®,
Immuno AG, Viena, Austria) foi 2 mesma utilizada por
Maragh et al.?2.

Virios autores>710182230.344243 gnalisaram novas
alternativas de anastomose para otimizar a regeneracio
nervosa. As principais opc¢oes incluem o uso de condu-
tos nervosos artificiais, laser de CO, e adesivos ou colas
teciduais.

Os adesivos teciduais podem ser sintéticos ou
biologicos. Entre os adesivos existentes vale ressaltar os
cianoacrilatos. Entretanto, estes induzem fibrose e reacao
de corpo estranho, nao sendo portanto recomendados
para anastomose nervosa’®.

Para a avaliacao da anastomose nervosa com a cola
de fibrina neste estudo foram realizadas andlises histologica
e funcional. Aos 15 dias pés-operatorios nao se observou
a presenca de axOnios regenerados nos espécimes histo-
l6gicos. Dos 30 aos 120 dias do periodo pos-operatorio foi
observado um aumento crescente na contagem de axonios,
apesar do baixo nimero de axonios regenerados.

Para a avaliacao do estado funcional do nervo
facial a utilizacao da eletromiografia ¢ bastante util, pois
pode estimular e registrar o potencial de acao muscular. A
utilizacao dos eletrodos de superficie € capaz de registrar
o estado funcional do nervo apds um trauma ou cirurgia
de maneira nao-invasiva®'.

Neste estudo a velocidade de condu¢io nervosa
foi determinada em todos os animais usando eletrodos
cutaneos de superficie, evitando dano ao musculo e ao
nervo™. A velocidade média de conducao do nervo facial
de coelhos é de 42,29 m/seg segundo Gay-Escoda et al.®
e de 41,1 m/seg de acordo com Vasconcelos’. Neste es-
tudo a velocidade foi 4,40 m/seg. Todos estes resultados
estao dentro dos padroes normais para o nervo e animal
em questdo.

Neste estudo as velocidades de conducao nervosa
obtidas no periodo pés-operatério de 15 dias representa-
ram 53,4% do valor pré-operatorio (inicial). No pds-ope-
ratorio de 30 dias os valores foram 64,52% do valor inicial.
No pos-operatorio de 60 dias os valores representaram

73,8% do valor pré-operatério. No pds-operatério de 120
dias os valores foram 80,9% do valor inicial. No periodo
global os valores pés-operatorios representaram 67,8%
do valor normal.

A velocidade de conducio nervosa pode ser ob-
tida através do uso de eletrodos de superficie, eletrodos
internos e eletrodos agulhados. O uso dos eletrodos de
superficie permite a avaliacio funcional de maneira preci-
sa e nao-invasiva, evitando um segundo tempo cirdrgico
(requerido pelos eletrodos internos). Previne também a
possibilidade de lesio muscular ou nervosa e infeccio
no sitio de implantacao que podem ocorrer ao se utilizar
eletrodos agulhados® 5.

Apesar do baixo nimero de axdnios regenerados,
a velocidade de condu¢io nervosa demonstrou uma boa
recuperacao no nervo facial unido com a cola de fibrina,
atingindo um valor de aproximadamente 81% do valor
normal ao final do periodo. Este dado funcional creden-
cia a cola de fibrina para ser usada como uma alternativa
para a unido nervosa neste modelo de lesio animal. A
anastomose nervosa com cola de fibrina € tecnicamente
simples e aparentemente € realizada em menor tempo do
que a sutura epineural (apesar deste dado nao ter sido
medido neste estudo).

E necessiria a realizacio de estudos comparando a
sutura epineural e o adesivo de fibrina em lesdes nervosas
humanas, para garantir que o adesivo de fibrina apresenta
resultados semelhantes 2 sutura convencional.

CONCLUSOES

A cola de fibrina pode ser usada para a realizacio
de anastomose nervosa no modelo animal e nervo estu-
dados.
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