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RESUMO

Introducao: A realizacdo da anastomose nervosa término-lateral (ATL) com
cola de fibrina é considerada controversa na literatura. Poucos estudos
experimentais estao disponiveis sobre o tema. Apesar disso, hé relatos de sua
utilizacao clinica com sucesso. Os principais questionamentos referem-se aos
mecanismos de brotamento axonal a partir da face lateral de um nervo integro.
Objetivo: O objetivo deste trabalho € estudar a regeneragao axonal apos ATL
com cola de fibrina, em ratos.

Método: Foram utilizados 45 ratos Wistar distribuidos em trés grupos: os
animais do grupo A (n=15) ndo foram submetidos a seccdo nervosa (grupo
controle); os animais do grupo B (n=15) foram submetidos apenas a sec¢ao do
nervo fibular, sem posterior reanastomose; e os animais do grupo C (n=15)
foram submetidos a seccao do nervo fibular e a ATL - sem abertura epineural -
com cola de fibrina no nervo tibial. Posteriormente os animais foram
submetidos a dois testes de marcha (30 e 90 dias) e a analise morfométrica (90
dias) por meio da afericdo do numero e diametro axonal por campo.
Resultados: A analise estatistica dos testes de marcha demonstrou que o
grupo A nao apresentou alteracdo no padrdo de caminhada durante o estudo
(p>0,05). O grupo B apresentou prejuizo motor no primeiro e no segundo teste
(p>0,05). O grupo C apresentou um padréo de atrofia no primeiro teste, com
recuperacao da marcha no segundo teste (p<0,05). Na analise morfométrica, o
grupo C apresentou regeneragao axonal significativamente superior ao grupo B
(p<0,05).

Conclusao: A ATL realizada com cola de fibrina resultou em regeneracao
axonal no rato, demonstrada tanto histologicamente quanto funcionalmente.
Descritores: Sutura, cola de fibrina, microcirurgia.
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ABSTRACT

Background: The effectiveness of end-to-side nerve repair with fibrin glue
persists controversial in medical literature. Few experimental studies are
available. The technique is currently being used clinically but the mechanisms
behind this technique are essentially unknown.

Objective: This study was undertaken to evaluate axonal regeneration after
end-to-side nerve repair with fibrin glue in rats.

Method: Forty-five Wistar rats were divided into three groups: group A (n=15),
were not submitted to surgery (control group); group B (n=15) were submitted to
fibular transection without repair; and group C (n=15), were submitted to fibular
transection with end-to-side nerve anastomosis with fibrin glue, in the lateral
surface of an intact tibial nerve (without epineural window). The three groups
were submitted to walking track (30 and 90 days) and posterior morphometrical
analysis (90 days) by the axonal number and diameter measurement.

Results: The functional tests demonstrated that there was no difference in the
walking track during the study in group A (p>0,05). The group B had walking
pattern impairment in the two tests (p>0,05). The group C had walking pattern
impairment in the first test, with important recovery in the second test (p<0,05).
The morphometrical assessment revealed significantly higher number of
regenerated mielinates axons in group C, compared to group B (p<0,05).
Conclusion: The end-to-side nerve repair with fibrin glue shows axonal
recovery, demonstrated through functional and morphometrical ways in rats.
Key words: suture; fibrin glue; microsurgery.
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1 - INTRODUCAO

A cirurgia dos nervos periféricos continua em franca evolugéo.
Recentemente, melhores resultados vém sendo obtidos a partir do
aprimoramento da técnica operatéria, dos equipamentos microcirirgicos e do
maior entendimento dos aspectos envolvidos na regeneracdo axonal'™. No
entanto, mesmo em condicoes ideais, os resultados pds-operatérios sdo muitas
vezes imprevisiveis e freqlientemente relatados como desapontadores®'®. Em
busca de maiores indices de sucesso, varios estudos tém sido delineados,
sendo que a necessidade de alternativas técnicas mais eficazes é reconhecida
ha anos'®"?,

Um dos principais focos de pesquisas € o desenvolvimento de produtos
ou técnicas que evitem ou minimizem o uso de suturas nas anastomoses
nervosas, prevenindo o surgimento de fibrose no reparo nervoso*®'%'1° Um
ponto anastomético rico em fibrose pode determinar um bloqueio a
regeneracao neuronal, comprometendo conseqilientemente a recuperagao e o
progndstico do paciente’®.

Desde as primeiras publicacbes sobre reparo nervoso, a neurorrafia
término-terminal (NTT), tem sido o método mais utilizado, sendo considerada o
“padrao-ouro” pela maioria dos autores®*”'%'>'7 No entanto, o trauma pela
insercdo da agulha e a formacdo de granuloma tipo corpo estranho sao
freqlientemente relatados, principalmente em nervos de pequeno calibre'”'°. O
material de sutura constitui ainda um obstaculo as fibras em regeneracao,
devido & proliferagdo de tecido conjuntivo no ponto anastomético'™'®. Outros
fatores prejudiciais sdo o tempo cirurgico prolongado - principalmente em
reconstru¢cdes multiplas e apds traumas extensos - e a excessiva manipulacao
nervosa durante a cirurgia>'®. Além disso, a necessidade da utilizagdo de
microscépio e material especifico de microcirurgia, que sao de alto custo e ndo
estdo disponiveis em todas as instituicbes, associada a exigéncia de um
treinamento longo e continuo do microcirurgido e de sua equipe, restringem a
realizacdo deste procedimento a centros especializados®'".

Na tentativa de minimizar algumas das dificuldades da microsutura,

passou-se a estudar o papel da cola de fibrina neste processo. Atualmente, ela



é considerada uma excelente alternativa & NTT*%"131723 gya utilizacdo é
atraumatica, minimizando consideravelmente a fibrose no ponto
anastomotico® 82923 A cola de fibrina permite a realizagéo da intervengdo em
condicoes locais desfavoraveis, reduz o tempo cirirgico e ainda pode
dispensar o microscopio*®?°?3, Alguns autores acreditam que a cola de fibrina
possibilite um maior alinhamento das fibras nervosas, com consequiente melhor
taxa de regeneracao axonal, melhor velocidade de condugéao e maior amplitude
de onda, determinando melhores resultados em anastomoses término-
terminais (ATT)>®1117:1921

Apesar das amplas indicacbes da ATT — com microsutura ou cola de

371821 Em determinadas

fibrina — ela ndo pode ser indicada em todos os casos
situagdes, como nas perdas de substancia nervosa ou quando o coto nervoso
proximal ndo esta disponivel, a ATT ndo é factivel**?®. Nestes casos, a opgao
freqlientemente utilizada é o enxerto nervoso”'®. No entanto, os enxertos ndo
constituem a melhor escolha para todos os pacientes®'’. Eles apresentam
resultados clinicos variaveis, dependem da qualidade do leito receptor e
acrescentam uma morbidade significativa ao procedimento cirdrgico’. O
enxerto autégeno tem ainda fonte doadora limitada e acaba por determinar
uma seqiiela sensitiva ou motora no paciente®'°.

Para estes casos em que o coto nervoso proximal ndo esta disponivel
para a realizacdo de uma ATT e a realizacdo de uma enxertia nervosa é
temeraria ou ndo se enquadra como primeira indicagdo, uma alternativa é a
neurorrafia término-lateral (NTL)%7810.12.18:26-28

Viterbo?® reascendeu o interesse sobre o tema a partir de uma
modificacdo na técnica classica da NTL em 1992. O autor obteve regeneragéo
nervosa ap6s uma NTL com preservagcdo do epineuro. Seus achados

repercutiram internacionalmente, tornando-se grande fonte de pesquisa®'8:283%-

% No entanto, apés diversas publicacdes recentes com resultados

conflitantes®”:10:2537-41

, 0 real papel da técnica de Viterbo permanece sendo
questionado.

Por exigir microneurorrafias, a NTL de Viterbo apresenta as mesmas
desvantagens referidas ao método tradicional como o trauma local, a formacao

de granulomas, a dificuldade técnica, o tempo cirurgico prolongado e a



exigéncia de material especifico'®. Estes aspectos poderiam justificar alguns
insucessos com a técnica e os elementos contraditérios na literatura.

A comprovacdo de que a cola de fibrina poderia ser utilizada com
sucesso em uma anastomose nervosa término-lateral (ATL) determinaria um
grande avango para a microcirurgia. Se comprovada sua funcionalidade, os
beneficios das duas técnicas seriam somados: a morbidade do procedimento
seria minimizada, a realizacdo seria facilitada, o tempo e o custo cirargico
seriam reduzidos e os resultados potencialmente melhorados.

Em revisdo sistematica da literatura, nas bases de dados do Medline e
LILACS, no tocante a realizacdo de ATL com cola de fibrina, foram encontrados
apenas quatro estudos com resultados divergentes'®'?'842 Diante do exposto,
entende-se a relevancia e a necessidade de mais estudos sobre o tema.



2 - OBJETIVOS

2.1 - GERAL

Estudar a anastomose nervosa término-lateral, utilizando a cola de

fibrina, em ratos.

2.2 - ESPECIFICOS

1 — Estudar a morfologia da anastomose nervosa término-lateral,

realizada com cola de fibrina, em ratos;

2 — Estudar a funcdo motora de ratos submetidos a anastomose nervosa

término-lateral, realizada com cola de fibrina.



3 - REVISAO DA LITERATURA

3.1 — ALESAO DO NERVO PERIFERICO

Os nervos periféricos s&o formados basicamente por axénios e células
de Schwann, circundados pela membrana basal'®. Cada axénio é cercado por
fibras de coldgeno chamadas de endoneuro — que é eldstico e resistente,
protegendo a fibra nervosa®’. Um conjunto de fibras nervosas agrupadas forma
os fasciculos, envoltos pelo perineuro™. O perineuro é circundado por um
tecido conjuntivo espesso chamado de epineuro®. O epineuro divide-se em
interno e externo. O epineuro interno preenche o espaco entre os fasciculos,
funcionando como um amortecedor, o externo recobre o nervo'®.

A lesdo em um nervo periférico é classificada de acordo com o prejuizo
estrutural sofrido, com a repercussdo funcional e com a capacidade de
regeneragdo nervosa'%%.

Segundo Sato'® e Mattar®’, Seddon classificou as lesdes nervosas em
trés tipos: neuropraxia, axoniotmese e neurotmese. A neuropraxia € o grau
mais leve de leséo, caracterizada pela manutencdo da estrutura do nervo,
apesar da conducdo axonal ser interrompida temporariamente®’. A
axoniotmese é caracterizada pela interrupgdo do axdnio, nao havendo, no
entanto, lesdo no perineuro e epineuro'®. Assim, ha preservacdo da
continuidade anatdémica do nervo®. Ocorre a degeneracdo walleriana, porém
com um bom prognédstico. Na neurotmese, 0 grau mais importante de leséo,
ocorre uma ruptura completa das estruturas do nervo. Nao ha mais a
continuidade do epineuro, ndo havendo, desta forma, possibilidade de
regeneracdo sem intervengao do microcirurgiao®.

Sato'® e Mattar®” também referem que Sunderland classificou as lesdes
dos nervos periféricos em cinco graus, dependendo do comprometimento
anatémico. A lesdo grau | é a neuropraxia de Seddon; a lesao grau Il € aquela
em que ocorre a disjungdo axonal completa com degeneracao walleriana, sem
a interrupcao da lamina basal; a lesao grau lll caracteriza-se pela interrupcao
da lamina basal e disjungdo axonal e endoneural; a lesdo grau IV é



caracterizada pela disjuncdo axonal, endoneural e perinerual; e a lesédo grau V

é a neurotmese de Seddon'®?,

3.2 — A REGENERACAO AXONAL APOS A LESAO NERVOSA

A seccao determina importantes alteracbes na estrutura do nervo. O
segmento distal € submetido a um processo de degeneragéo, descrito em 1850
por Augustus Waller e conhecido até hoje como degeneragao walleriana®’. Os
neurofilamentos e microtubulos do axoplasma sao proteolisados e o restante
do axdnio é digerido por acdo de macréfagos e células de Schwann'®. O tubo
endoneural fica vazio, a espera do axoplasma em regeneracdo®’.

Os macroéfagos e as células de Schwann passam a sintetizar entdo os
fatores de crescimento nervosos'®. As células de Schwann estimulam a
formacao das colunas de Blgner, fundamentais para o crescimento orientado
dos brotos nervosos®®*”. A partir deste conjunto de fatores, passa-se a produzir
0 axoplasma necessario para permitir uma regeneragao axonal de cercade 1 a

2 mm por dia'%?%7,

3.3 — AS ANASTOMOSES NERVOSAS

A recuperagdo funcional satisfatoria, apoés a lesdo de um nervo
periférico, depende de varios aspectos, que envolvem uma complexa cadeia de

3,9,36

eventos moleculares, celulares, bioquimicos e eletrofisiologicos Uma

anastomose nervosa de qualidade é citada como componente fundamental
deste processo, pois permite que os axénios em regeneracao encontrem o coto
distal, a partir do correto alinhamento de seus fasciculos nervosos''?®, Uma
reparacao nervosa rica em fibrose pode determinar um bloqueio a regeneracéo
neuronal, comprometendo, conseqlientemente, a recuperacao e o progndstico

do paciente'®.



3.3.1 - ANEURORRAFIA TERMINO-LATERAL

A origem da NTL é controversa e paira sobre diversos autores®. Os
primeiros estudos foram realizados por Letievant, em 1873, Huber, em 1895 e

1043 credita a autoria

Kennedy, em 1899'%*®. No entanto, a maioria dos autores
a Ballance, et al'. em 1903.

No intuito de recuperar os movimentos de uma hemi-face paralisada,
Ballance, et al'. realizaram uma NTL, suturando o nervo facial na porcéo lateral
do nervo espinhal acessério, apds ter confeccionado uma abertura no epineuro
(janela epineural). Ballance, et al'. referiram a reanimacdo da face
simultaneamente & realizacdo de movimentos com os ombros'. No entanto,
devido a dificil confirmacao e reproducédo experimental de seus resultados na
época, a NTL de Ballance ndo manteve muitos seguidores®®.

Em 1992, Viterbo propds uma modificacdo pontual na NTL?*%.
Mantendo o epineuro intacto, o autor demonstrou experimentalmente, pela
primeira vez, a ocorréncia de regeneracao nervosa por meio de uma NTL. Ele
obteve sucesso ao suturar um nervo lesado a superficie lateral de um nervo

12°. Assim, Viterbo®* demonstrou que a integridade

integro - sem janela epineura
do epineuro ndo impedia a regeneracdo axonal. Ao nao confeccionar a janela
epineural, ele diminuiu consideravelmente a lesdo do nervo doador, um dos
principais problemas creditados a NTL de Ballance®. A morbidade da NTL foi
minimizada, as indica¢des foram ampliadas, a realizagédo técnica foi facilitada e
o tempo cirtirgico foi reduzido”®'®**. O periodo de recuperacdo tornou-se mais
curto, principalmente para nervos motores, uma vez que a neurorrafia pdde ser
realizada préxima & regido afetada’®. Eliminou-se também, em determinadas
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situagdes, a necessidade de enxertia nervosa’'®. Basicamente, Viterbo

transformou todos o0s nervos periféricos em potenciais doadores de

axonios?®2°,

/.36 /.45

Mais tarde, Hayashi, et a e Zhang, et a confirmaram
histologicamente que a reinervagdo do nervo lesado (receptor) dava-se pelo
brotamento de axdénios a partir do nervo integro (doador). As neurotrofinas,
como os fatores de crescimento nervosos, fator de crescimento tipo-insulina e

os fatores de crescimento dos fibroblastos, assim como os fatores produzidos



pelas células de Schwann, associados com o contato fisico no ponto
anastomoético, seriam 0s responsaveis pela viabilizacdo do brotamento
axonal?®364°,

Os achados de Viterbo repercutiram intensamente na literatura,
determinando o surgimento de novas linhas de pesquisa sobre o assunto®.
Varios autores confirmaram experimentalmente a validade da NTL de Viterbo,
entre eles destacam-se Liu, et al.®, Pardini, et al.”, Robillard, et al.®, Samii, et
al.'?, Mueller'®, Zhao, et al.*°, Lundborg, et al.®', Ross, et al.*?, Noah, et al.**3*,

138, Tarasidis, et al***°, Zhang, et al.**, Papalia,

Rosseto, et al.>®, Hayashi, et a
et al.*®, Akeda, et al.*’, Lykissas, et al.*® e Sananpanich, et al.**.

A NTL passou entdo a ser aplicada clinicamente por alguns autores e foi
incluida no arsenal terapéutico do microcirurgido’-81426:27:50-5

Apesar das publicagdes confirmando os achados de Viterbo, a NTL
permanece sendo considerada controversa na literatura'®?>°°°":%657 - Alguns
autores nao conseguiram reproduzir experimentalmente ou clinicamente os
achados de Viterbo'%*4°°°8 Qutros afirmam que os estudos que confirmaram a
reanastomose tém problemas no desenho experimental ou na analise
quantitativa do crescimento axonal'®***°. Robillard, et al® acreditam que a
grande inconsisténcia dos achados se deva provavelmente a variagdo nos
modelos cirurgicos de experimentagéo, associado as variagcdes nas técnicas de
analise histologica e de fungéo pds-operatodria.

Ha autores que contestam também a qualidade da reinervagao obtida
pela técnica’*1%394055%6 Ropillard, et al®, Sato'® e Tarasidis, et al***° nao
consideraram a recuperacdo motora adequada apés a NTL. Pardini, et al.’,

/.52 1%° consideram os resultados da NTL

/.60

Dahlin, et al.”* e Schmidhammer, et a

inferiores aos da NTT. Milesi e Schmidhammer'® e Schmidhammer, et a

preconizam a técnica apenas para reparacao de ramos motores terminais.
Uma possivel lesdo ao nervo doador apdés a NTL também ¢é

questionada®” 1934435759 'No entanto, autores como Liu, et al.’, Zhang, et al.>®

e Lykissas, et al.*®

nao evidenciaram prejuizo ao nervo doador.

Outra discussao presente na literatura diz respeito a adaptacao cerebral
dos axénios regenerados apds uma NTL. Ha duvidas se a fungdo motora, apos
um periodo de treinamento, poderia ser independente do nervo doador®. Barini

sugeriu que a area de correspondéncia cerebral seria alterada pela NTL®.



Robillard, et al® e Hayashi, et al®

fizeram consideragcbes semelhantes.
Recentemente, Hayashi, et al.®' questionaram ainda se o nervo doador poderia
suprir adequadamente a inervacao de érgaos-alvos diferentes.

157, Schmidhammer, et al.®® e

Beris, et al.?’, Battiston, et al.*®, Kelly, et a
Pannucci, et al.??, todos em 2007, referiram que as indicagées clinicas da NTL
ndo estdo plenamente estabelecidas e que os relatos clinicos existentes séo
raros, variaveis e controversos. Samii, et al.'?, Mattar®’, Pondaag e Gilbert>® e
Bertelli e Ghizoni®® referem que ainda sdo necessarios mais estudos para que
sejam definidos seus reais limites de utilizagao. Robillard, et al.® acreditam que
diante das controvérsias sobre 0 tema e de sua relevancia para a microcirurgia,

€ imperativo que novas pesquisas sejam realizadas.

3.4 - A COLA DE FIBRINA

A primeira descricdo de um adesivo a base de fibrina foi feita por Bergel,
em 1909, que desenvolveu um selante em forma de pd para hemostasia de
ferimentos®®. No entanto, somente 30 anos depois foram publicados estudos
experimentais utilizando um adesivo com fibrinogénio em anastomoses de
nervos periféricos®. A partir da década de oitenta, com o avango nas técnicas
de isolamento dos fatores de coagulacdo e aumento da concentragcdo do
fibrinogénio, a cola de fibrina passou a ser usada clinicamente com éxito em
reconstrugées de nervos periféricos®. Atualmente, ela é utilizada em diversas
especialidades médicas*>*°¢%8,

Buscando melhores resultados na regeneracdo axonal, cada vez mais
estudos vém sendo desenvolvidos aplicando a cola de fibrina em anastomoses
nervosas. A maior experiéncia clinica vem da Europa, visto que a cola de
fibrina somente foi aprovada nos Estados Unidos no inicio dos anos
noventa'™’.

As colas biolégicas podem ser derivadas dos cianoacrilatos (adesivos

sintéticos), da resorcina-formaldeido, do colageno ou da fibrina®.



As colas sintéticas, derivadas dos cianoacrilatos ou de compostos de
gelatina-resorcinol-formaldeido, apresentam desvantagens claras na aplicacao
para regeneragao nervosa. Elas ndo sdo biocompativeis ou biodegradaveis,
induzem um processo inflamatério intenso, causando, muitas vezes, reagéo
tipo corpo estranho, fibrose extensa ou até mesmo necrose tecidual — por
liberacao local de calor.

A cola bioldgica derivada da fibrina (ou do fibrinogénio) é referida, pela

maioria dos autores, como cola de fibrina'®?°

e nao apresenta as
caracteristicas indesejaveis referidas as colas sintéticas®.

A cola de fibrina € um composto concentrado de proteinas plasmaticas
humanas, apresentando altos teores de fibrinogénio, fibronectina e fator Xlll da
coagulacdo’’. Comercialmente, ela é oferecida em dois kits e pode requer o
aquecimento para a reconstituicdo dos componentes e sua homogeneizagao.
Apoés a preparagao, a cola contém aproximadamente 70-110mg de fibrinogénio,
2-9mg de fibronectina, 10-50Ul de fator XIlIl, 40-120ug de plasminogénio,
3.000KIU/ml de aprotinina (bovina), 500Ul de trombina e 40mmol de cloreto de
calcio %7
A cola de fibrina é aplicada no ponto anastomético através de uma
seringa prépria com duplo limem, que reine 0s componentes e ativa sua
funcédo selante'. Apés a aplicacdo, ocorre a formagao de uma massa branca e
elastica, com caracteristicas semelhantes a um coégulo sangiiineo normal'®.

O efeito selante baseia-se na reproducao do estagio final da cascata da
coagulacao, onde o fibrinogénio € quebrado em monémeros de fibrina, pela
acao da trombina em uma protedlise. Os monémeros de fibrina formam entéo
ligacbes cruzadas entre si, pela acdo do fator Xlll e ion calcio, polimerizando a
fibrina, formando os codgulos estaveis com propriedades adesivas®®®1"3,

O metabolismo fisiolégico do coagulo inclui a degradacao da fibrina pela
plasmina e sua fagocitose pelos macréfagos. Apds algumas horas da formagéao
do coagulo, ocorre a proliferacao de fibroblastos e a migracao de granulécitos e
macréfagos. Apds trés dias, € iniciada a reabsor¢cdo do codgulo pelos
macréfagos e a neovascularizacao. Apds quatorze dias, o coagulo apresenta-
se plenamente organizado’®.

A cola de fibrina provém de varios doadores, sendo obtida a partir de

plasma humano. Assim, alguns autores relataram, no passado, certa restricao
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ao seu uso devido a existéncia tedrica da possibilidade da transmissédo de
doencas'®'®. Os métodos de inativacéo viral em uso apresentam, em estudos
in vitro, evidéncias suficientes de segurancga, sendo importante salientar que
nao ha registro na literatura de transmissdo viral por meio da cola de
fibrina'®667°.

A aceitacao da cola de fibrina foi tdo ampla nas ATT, que atualmente
varios autores preconizam a substituicdo do fio de sutura pela cola de fibrina,
referindo a esta melhores resultados, ja que ela ndo determina a formacao de
um obstaculo para as fibras nervosas em crescimento®®'"+16:17:1920.70 "gaqndo

varios autore86,17,18,54,55

, a técnica é ainda mais simples, rapida, barata e requer
menor treinamento do cirurgido. Além disso, pode ainda ser utilizada como
carreadora de fatores neurotréficos, acelerando a regeneragdo nervosa®.

Ha, todavia, autores que também questionam a utilizacdo da cola de
fibrina nas ATT. Relatos de melhores resultados com a utilizacdo da neurorrafia

19,37,54,68,74 Matar37

classica séo freqlentes na literatura ainda refere que a cola

de fibrina tem resisténcia a tracao significativamente inferior a sutura nervosa.

Segundo Rebol, et al*’

, a cola de fibrina apresenta menor eficiéncia em
determinadas regiées, como, por exemplo, em anastomoses na regiao cervical,
devido ao contato com a lisozima e a lactoferrina da saliva.

Outra desvantagem citada na literatura seria o alto custo da cola de
fibrina'®. No entanto, por dispensar grande parte do material microcirtrgico e
por reduzir 0 tempo cirurgico e anestésico, 0 uso da cola tornar-se atrativo no

custo final do procedimento’°®.

Autores como Lago, et al®, Menovsky e Beek' e Martins, et al.'’
afirmaram que mais estudos sdo necessarios para que a cola de fibrina alcance

uma posig¢ao definitiva no arsenal dos microcirurgioes.
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3.5 — A ANASTOMOSE TERMINO-LATERAL COM COLA DE
FIBRINA

O papel da cola de fibrina na ATL ainda nao foi completamente
estabelecido. A literatura sobre o tema é escassa e apresenta resultados
divergentes.

ApOGs revisao sistematica da literatura em lingua inglesa, nas bases de
dados do Medline e LILACS, utilizando as palavras chaves end-to-side nerve
repair e fibrin glue, foram identificados apenas quatro estudos com resultados
divergentes'®:12.18:42,

As duvidas e incertezas sobre a NTL, somam-se aos questionamentos
da aplicabilidade da cola de fibrina na ATL. No entanto, os potenciais

beneficios da referida técnica justificam mais estudos sobre o tema'?1®.
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4 - METODO

4.1 - AMOSTRA

Foram utilizados 45 ratos machos (Rattus norvegicus albinus), linhagem
Wistar, adultos, com idade entre 130 e 150 dias, pesando entre 275 e 294
gramas, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (UFMS).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: A, B e C
(Figura 1).

Os animais do grupo A (n=15) nao foram submetidos a secg¢do nervosa,
sendo mantidos em observagéo e considerados o grupo controle.

Os animais do grupo B (n=15) foram submetidos a seccdo do nervo
fibular, sem posterior reanastomose.

Os animais do grupo C (n=15) foram submetidos a seccdo do nervo
fibular, com imediata ATL - sem abertura epineural - no nervo tibial, realizada
com cola de fibrina.

4.2 - PROCEDIMENTOS

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pela Comisséo de Etica da
UFMS, recebendo o nimero 157/2007.

O experimento foi realizado no Laboratorio de Cirurgia Experimental da
Faculdade de Medicina da UFMS, no periodo de maio a dezembro de 2007.

Antes de serem submetidos ao procedimento, os animais passaram por
um periodo de adaptacao de sete dias no Laboratério de Cirurgia Experimental
da UFMS. O manejo dos animais seguiu normas internacionais de conduta em

laboratério experimental”.
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Amostra
45 ratos Wistar

Grupo A
n=15

Grupo B
n=15

Dia 01
Apenas
observacéio

Grupo C
n=15

Dia O1
Seccdio do nervo

fibular s/ reanast.

Dia 30
Teste de Marcha

Dia 01
ATL do n. fibular
¢/ cola de fibrina

Dia 30
Teste de Marcha

Dia 90
Teste de Marcha
e Histologia

Dia 30
Teste de Marcha

Dia 90
Teste de Marcha
e Histologia

Dia 90
Teste de Marcha
e Histologia

Figura 1 - Representagao esquematica do desenho do estudo.

Os ratos foram alojados em caixas de polipropileno, adequadas para a
espécie, com 0,15 metros quadrados, com trés animais por caixa; recebendo
racao propria para a espécie (Nuvilab ®, Nuvital Nutrientes Prod. Vet. LTDA —
Curitiba — PR) e 4gua a vontade. Permaneceram em ambiente controlado, em
ciclos claro/escuro de 12 horas, com temperatura estavel (23+1°C) mantida por
ar condicionado. Os dejetos e as caixas dos animais foram substituidos a cada
48 horas.

Cada animal foi pesado em balanga de precisao (Precision ®, PR 1000
Nucleo) e identificado, por meio de tatuagem na cauda, tendo seus dados
anotados em planilha. Somente os ratos dos grupos B e C foram submetidos
ao procedimento cirurgico. Os animais foram anestesiados com cloridrato de
quetamina (50mg/kg, Laboratério Fort Godge, USA) e cloridrato de xylazina
(50mg/kg, Laboratério Burs Veterinary Supply, USA), através de injecao

intraperitoneal'®.
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Apoés a obtencao do plano anestésico, procedeu-se a raspagem dos pélos
da face lateral do membro pélvico esquerdo (MPE) com lamina de barbear. Em
prancha cirurgica (30x35cm), os animais foram posicionados em decubito
lateral direito e fixados por meio de fitas adesivas. Realizou-se a anti-sepsia da
regidao, com solucado degermante de polivinilpirrolidona-iodo (Povidine ®), e a
colocacao de campo estéril fenestrado’®.

O procedimento foi realizado utilizando material de microcirurgia e lupa
(Design For Vision ®), com aumento de quatro e meia vezes. A cirurgia para
acesso ao nervo fibular foi realizada por meio de inciséo longitudinal na face
supero-lateral do MPE do animal, com aproximadamente quatro centimetros de
comprimento (standard dorsal gluteal-splitting approach)®'".

Em seguida, realizou-se a abertura por planos, com divulsdo dos
musculos biceps femoral e gluteo, até a localizagdo do nervo ciatico e dos seus
4,77

ramos terminais: nervo tibial, fibular e cutdneo caudal da sura (ou sural)
(Figura 2).

2

Figura 2: Fotografias demonstrando a dissec¢ao trans-operatdria, identificando o nervo ciatico
e seus ramos terminais. A) Aspecto da dissec¢ao anatébmica do MPE, ap6s a divulsdo da
musculatura superficial. B) Identificagao do nervo ciatico (1), nervo fibular (2), nervo tibial (3) e
nervo cutaneo caudal da sura (4).

O nervo fibular foi dissecado e seccionado transversalmente, com
microtesoura, a trés milimetros de sua origem no nervo ciatico, gerando dois
cotos nervosos’. O coto proximal foi curvado, em um angulo de
aproximadamente 1009, e fixado, com um ponto simples com poliamida 7.0, na
musculatura abdutora, com o objetivo de evitar uma reanastomose ao

acaso>'®,
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A partir deste momento, cada grupo foi submetido a um procedimento
diferente, conforme descricdo a seguir:

Os animais do grupo B nao foram submetidos a reanastomose — grupo
Sham (Figura 3).

Figura 3: Fotografias do trans-operatério de um animal do grupo B, no qual néo foi realizada
anastomose nervosa — grupo Sham. A) Nervo fibular seccionado. B) Aspecto em detalhe,
evidenciando o coto proximal do nervo fibular (1) e o coto distal (*) ndo submetido a
reanastomose.

Os animais do grupo C foram submetidos a uma ATL com cola de fibrina.
O coto distal do nervo fibular foi anastomosado a face lateral do nervo tibial, a
quatro milimetros de sua origem. A anastomose foi realizada com manutencao
do epineuro, conforme técnica descrita por Mueller'®, baseada na ATL de
Viteroo®. Neste grupo, a anastomose foi realizada com cola de fibrina
(Tissucol®, Baxter AG, Viena, Austria) e, seguindo as orientagcdes do
fabricante, uma gota da cola foi aplicada na regido da anastomose, sendo esta

mantida imével por 30 segundos®'" (

Figura 4).

Em seguida realizou-se a sutura da pele com pontos continuos com fio
monofilamentar de poliamida 4-0.

O membro pélvico direito (MPD) nédo foi submetido a intervencao cirdrgica.

Com o término do procedimento, os animais dos grupos B e C foram
recolocados nas gaiolas e acompanhados diariamente.

Todo o procedimento cirdrgico foi realizado pelo mesmo investigador.

No trigésimo dia do estudo, iniciou-se a segunda fase do experimento: a
analise da fungdo motora, por meio do método do teste de marcha (walking

4,51,78

track analysis) , incluindo os grupos A, B e C.
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Figura 4: Fotografias do trans-operatério de um animal do Grupo C. A) Aplicagcdo da cola de
fibrina. B) Aspecto da ATL ap6s a aplicagao da cola de fibrina.

Neste teste, os animais foram colocados para caminhar em um corredor
de madeira (walking down corridor), com 11,5 x 55 cm, com acesso a um
ambiente escuro. Sobre o corredor, foi colocada uma lamina de cartolina. Os
animais tiveram suas patas traseiras pintadas e, ao caminhar, deixaram
impressas suas pegadas*®""’®,

Para cada animal, foram analisadas quatro pegadas consecutivas®. As
medidas usadas para calcular os indices de fungéo foram (Figura 5):

1) PL = Distancia entre o talus e a terceira falange distal (print length);

2) TS = Distancia entre a primeira e quinta falange distal (foe spreading);

3) ITS = Distancia entre a segunda e a quarta falange distal (intermediary
toe spreading).

Cada medida, em milimetros, foi anotada em uma planilha eletrénica no
Excel ® (Microsoft, Redmond, EUA).

A partir das medicbes, foram calculados indices de fungcdo para
determinar a recuperacao motora dos animais. Os indices analisados foram o
Afastamento Relativo dos Dedos (TST)'®®, o Fator de Tamanho da Pegada

(PLF)®®, o indice Fibular (IF)*>"® e o indice de Fungao Ciatica (SFI)*.
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Figura 5: Fotografia da medicdo das pegadas dos animais no teste de marcha. 1) Distancia
entre a impressao do talus e da terceira falange distal (PL); 2) Distancia entre a impresséo da
primeira e quinta falange distal (TS); 3) Distancia entre a impressado da segunda e a quarta
falange distal (ITS).

O TST foi calculado a partir da formula'™ "8

TST=TSE , 100
TSD

Na interpretacdo do TST, a perda completa de funcado motora resulta em
um indice menor ou igual a 30%. Uma perda de 50% da funcdo motora
correlaciona-se com um TST de 65%. Enquanto que a auséncia de prejuizo
motor correlaciona-se com um TST de 100%'>"8.

O PLF foi calculado a partir da férmula®®:

PLF = (PL MPE - PL MPD)
PLMPD

Na interpretacdo do PLF, valores préximos de zero, com 90 dias de p6s-

operatério, indicam funcdo motora preservada. Quanto menor o indice, maior a
perda de fungao>®.
O IF foi calculado a partir da formula®:

IF=174.9 (PL MPE - PL MPD) + 80.3 (TS MPE - TS MPD) - 13.4
PLMPD TS MPD

Na interpretacao do IF, valores préximos de zero representam uma funcao

normal do nervo fibular e valores préximos de -100 (menos cem) indicam

disfungdo completa®”®.
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O SFl foi calculado a partir da formula®:

SH = -38,3(PL MPE - PL MPD) + 108,5(TS MPE - T8 MPD) + 13,3(ITS MPE - TS MPD) - 8.8
PL MPD TS MPD ITS MPD

Na interpretagdo do SFI, valores préximos a zero sdo considerados

normais e os valores proximos de —100 (menos cem) indicam leséo total do
nervo ou auséncia de regeneracéo nervosa*’®.

No 90°dia pds-operatorio, iniciou-se a terceira fase do experimento.

Para critério de comparacao, repetiu-se a analise da funcdo motora —
teste de marcha - com noventa dias.

O investigador responsavel pela analise da marcha, nos dois testes, nao
foi informado a que grupo pertenciam os animais.

Os animais dos trés grupos foram entdo sacrificados com dose letal de
pentobarbital sédico (75mg/kg), por meio de injecao intraperitonial®®. Seguindo
a metodologia utilizada no primeiro procedimento, realizou-se uma nova
incisdo, com divulsdo das estruturas até a identificacdo da area em estudo.

Um segmento nervoso foi removido para a analise histoldgica, contendo a
extremidade do nervo ciatico, assim como um segmento com dois centimetros
do nervo tibial e do nervo fibular (Figura 6).

Na posigédo anatémica, o material foi fixado com alfinetes em placas de
isopor, sendo acondicionado em recipiente com formalina tamponada a 10%.

As pecas anatdbmicas foram encaminhadas para estudo histolégico no
Laboratério de Anatomia Patoldgica e Citopatoldgica (LAC), em Campo Grande

- Mato Grosso do Sul.
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Figura 6: Representagcdo esquemadtica das pecas anatdmicas retiradas dos animais no
nonagésimo dia do estudo. Segmentos nervosos retirados dos grupos A, B e C, sendo
identificados o nervo ciatico (NC), nervo fibular (NF) e nervo tibial (NT). No grupo C, ATL
representa a anastomose término-lateral, realizada com cola de fibrina.

4.3 - ESTUDO HISTOLOGICO

As areas para corte histolégico foram identificadas por meio de tinta da
india para inclusdo'®®'. Conforme representado na figura 7, para a producéo de
laminas, foram obtidas seccbes transversais no nervo fibular, a 8 mm de sua
origem no grupo A, a 5 mm de seu coto distal no grupo B, e a 5 mm da ATL
com o nervo tibial, no grupo C.

As amostras foram incluidas em parafina e cortadas com micrétomo —

#1881 De cada pega anatémica foi obtida

com cinco micrometros de espessura
uma lamina, com quatro cortes seriados, corados com hematoxilina e eosina

(H E)4,18,81 )
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Figura 7 — Representacao esquematica dos locais de secgao nervosa para estudo histologico.
Grupos A, B e C, demonstrando os pontos de secgao para estudo histolégico no nervo fibular
(vermelho) e a ATL com cola de fibrina (azul).

4.4 - DIGITALIZACAO DA IMAGEM

No laboratério de patologia, realizou-se a digitalizagdo dos quatro campos
de cada lamina, por meio de grade, para a analise quantitativa da regeneragao
axonal'®.

Cada campo foi digitalizado em um aumento de 400 vezes, em
microscépio éptico (Vector Corporation, Catalogo PK 6100, Burlingame, EUA),
com Optica plana cromatica, acoplado em uma camera Sony DXC 151 (Téquio,
Japao). Utilizou-se uma lente 10/0.45 (Sigma, Chemical Conpany, catalogo
D5637, St. Louis, Missouri, EUA), com condensador em abertura maxima a
uma distancia de 6,5 cm da lamina, com maxima intensidade de luz. A camera
foi conectada a um computador IBM-PC equipado com microprocessador Intel
Pentium Il 550 MHz, com placa de captura Matrix MV-LC (Matrix, Berlim,
Alemanha).

Cada imagem digital apresentou uma resolugdo de 640 pontos na
horizontal, por 480 pontos na vertical com 24 bits de cores (16 milhdes de
cores). A éarea analisada por campo foi de 160x120 micrémetros, com
resolugao final de 4 pixels por micrémetro.

Para cada imagem utilizou-se 0 mesmo intervalo de cor, ajustado para
identificar areas representativas de regeneragao axonal (ax6nios mielinizados)

e neoformagao de colageno'®.
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4.5 - MORFOMETRIA

No laboratério de informatica da UNIDERP, utilizando um programa de
computador especifico para analise de imagens — Image Pro Plus 4.5 ® —
(Media Cybernetics, Silver Spring, EUA), foi realizada a analise morfométrica
dos campos digitalizados®.

A andlise morfométrica foi realizada avaliando o niumero e o diametro dos
axonios mielinizados em cada campo'®. O campo analisado foi delimitado por
grade computadorizada, sendo estipulado em 97,98 micrometros quadrados'®.

O patologista responsavel pela analise morfométrica nao foi informado a
que grupo pertenciam os animais.

Em seguida, foi gerada planilha eletrbnica no Excel® (Microsoft,

Redmond, EUA) com os valores obtidos.

4.6 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se o programa BioEstat
versao 4.0. Para comparagédo entre os grupos A, B e C foram utilizados os
testes ANOVA e Kruskal Wallis (a posteriori Student Newman Keuls). A
comparagao entre os periodos (30° e 90° dia), em cada grupo, foi realizada por
meio do teste Wilcoxon para amostras relacionadas. O nivel de significancia
adotado foi de 5%.
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5 - RESULTADOS

Durante o estudo néo foi identificada infeccdo na ferida operatoria, bem
como O6bito de animais.

A andlise estatistica, comparando os grupos A, B e C, é apresentada nas
tabelas 1-3, em média e desvio padréao (DP).

As informacdes referentes ao peso, testes de marcha e analise
morfométrica de cada animal estdo expostas no quadros 1-5 (em anexo).

As figuras 8-12 apresentam o aspecto do teste de marcha e as figuras 13-
16 apresentam fotomicrografias da histologia dos animais dos grupos A, B e C.

Tabela 1 — Analise estatistica do peso (g) médio dos animais, no primeiro € no nonagésimo dia
do estudo.

GRUPOS
Dia A (n=15) B (n=15) C (n=15) P

MEDIA DP MEDIA DP MEDIA DP
DIA 01 2841 6,1 2827 5,0 280,7 4,2 0,190
DIA 90 430,5 184 4289 14,0 431,3 216 0,934

Nota: se p < 0,05 — diferenca estatisticamente significativa. (1) ANOVA.
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Grafico 1: Peso (g) médio dos animais dos grupos A, B e C no primeiro e nonagésimo dia do
estudo.
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3 TR B 6
Figura 8: Aspecto das pegadas de trés animais do grupo A, no trigésimo e nonagésimo dia do
estudo. 1-3: pegadas dos ratos 4, 7 e 12 no trigésimo dia; e 4-6: pegadas dos mesmos animais
no nonagésimo dia, demonstrando a semelhanca da impressao da pegada do MPD e do MPE
durante o estudo.

4

Figura 9: Aspecto das pegadas de trés animais do grupo B, no trigésimo e nonagésimo dia do
estudo. 1-3: pegadas dos ratos 1, 3 e 9 no trigésimo dia; e 4-6: pegadas dos mesmos animais
no nonagésimo dia, demonstrando a diferenca da impressdo da pegada do MPD e do MPE,
indicando que a atrofia detectada no MPE manteve-se durante o estudo.

K

wdy

Figura 10: Aspecto das pegadas de trés animais do grupo C, no trigésimo e nonagésimo dia
do estudo. 1-3: pegadas dos animais 8, 12 e 15 no trigésimo dia; e 4-6: pegadas dos mesmos
animais no nonagésimo dia, demonstrando que a diferenca que existia entre o MPD e o MPE
no primeiro teste, ndo foi mantida no segundo teste, indicando recuperagéo funcional apds a
ATL com cola de fibrina.
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II
FIGURA 11: Aspecto das pegadas de outros seis animais do grupo C, no nonagésimo dia do
estudo. 1-6: Aspecto das pegadas dos animais 2, 4, 6, 7, 10, 13 do grupo C, no nonagésimo

pbs-operatério, demonstrando a semelhanga na impressdo das pegadas dos dois membros,
indicando a recuperagao funcional do MPE, apds a ATL com cola de fibrina.

Dia 30 Dia 90

T
s

Figura 12: Comparacao entre as pegadas dos grupos A, B e C no primeiro e segundo teste de
marcha. Aspecto, em detalhe, das pegadas de trés animais, no trigésimo e no nonagésimo dia
de acompanhamento. Grupo A: Pegadas de um animal do grupo A, no trigésimo e
nonagésimo dia, demonstrando a simetria das mesmas. Grupo B: Pegadas de um animal do
grupo B, demonstrando atrofia do MPE no trigésimo e nonagésimo dia. Grupo C: Pegadas de
um animal do grupo C, demonstrando atrofia do MPE no trigésimo dia, e recuperacgéao funcional
no nonagésimo dia.
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Tabela 2 — Andlise dos valores médios dos indices obtidos nos teste de marcha, no trigésimo e
nonagésimo dia do estudo.

GRUPOS
Teste p""
de Marcha Dia A (n=15) B (n=15) C (n=15) (AXB X C)
MEDIA DP MEDIA°. DP  MEDIA DP
30 20,00 002 %002 0,11  *-0,02 0,03 0,182
PLF 90 2.0,02 0,05 ®.0,18 0,11  ?-0,02 0,04 <0,001
p® (30X90) 0,116 <0,001 0,975
30 100,50 5,10 °62,50 9,40  °60,80 10,70  <0,001
TST 90 2100,20 4,20 ®5570 3,30 %9580 3,80  <0,001
p® (30X90) 0,865 0,036 <0,001
30 2.13,08 4,89 °-4666 22,17 °-47,63 10,35  <0,001
IF 90 217,22 10,20 °-78,06 1866 *-20,45 6,97  <0,001
p® (30X90) 0,256 <0,001 <0,001
30 2801 545 P°-5714 1163 °-57,88 11,09 <0,001
SFI 90 a822 536 °-6585 7,50 *-1290 504 <0,001
p® (30X90) 0,776 0,256 <0,001

Nota: se p < 0,05 — diferenga estatisticamente significativa. (1) Kruskal Wallis e a posteriori
Student Newman Keuls para a comparagao entre os grupos (A x B x C). Letras diferentes
indicam diferenca estatisticamente significativa. (2) Teste de Wilcoxon para a comparacao
entre os periodos avaliados (30 X 90 dias) em cada grupo.
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Grafico 2: Resultado dos testes de marcha no trigésimo e nonagésimo dia do estudo.

Figura 13: Fotomicrografias da histologia do nervo fibular dos animais 4 (A) e 7 (B) do grupo A.
As setas vermelhas, representam exemplos de ax6nios mielinizados. (Coloragao: Hematoxilina
e Eosina; aumento 400x).
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Figura 14: Fotomicrografias da histologia do nervo fibular dos animais 2 (C) e 11 (D) do grupo
B. Com a utilizagdo do programa Image Pro Plus 4.5 ®, nao foram identificados ax6nios
mielinizados nestes campos. (Coloragao: Hematoxilina e Eosina; aumento 400x).

Figura 15: Fotomicrografias da histologia do nervo fibular dos animais 9 (E) e 10 (D) do grupo
C. As setas vermelhas representam exemplos de ax6nios mielinizados regenerados.
(Coloracao: Hematoxilina e Eosina; aumento 400x).

Figura 16: Fotomicrografias da histologia do nervo fibular de outros dois animais do grupo C:
rato 5 (G) e 15 (H). As setas vermelhas representam exemplos de axénios mielinizados
regenerados. (Coloragdo: Hematoxilina e Eosina; aumento de 400X).



Tabela 3 — Representacdo dos valores das médias do nimero e do didmetro dos axénios por
campo, nos Grupos A, B e C, no 90° dia do estudo.

GRUPOS
p(1)
Axénios A (n=15) B (n=15) C (n=15) (AXBXC)
MEDIA DP MEDIA DP MEDIA DP
Numero médio 106,57 2,57 486 4,06 8695 10,92 <0,001(A>C>B)
Diametro médio 9,64 1,14 2,68 2,46 769 090 <0,001(A>C>B)

Nota: se p < 0,05 — diferenga estatisticamente significativa. (1) Kruskal Wallis e a posteriori
Student Newman Keuls.
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Grafico 3: Andlise morfométrica dos animais dos grupos A, B e C, no nonagésimo dia do
estudo (nimero e didmetro médio de ax6nios por campo).
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6 - DISCUSSAO

O desenvolvimento de novas técnicas microcirurgicas e a inclusao de
novos elementos que potencializem a regeneracdo nervosa e possibilitem a
obtencdo de melhores resultados pds-operatérios sao freqlentemente

#6113 Estes fatores, associados ao crescente

apresentados na literatura
interesse da comunidade cientifica pela possibilidade da regeneracdo axonal a
partir da doacgéo lateral de axbénios de um nervo integro - sem prejudica-lo,
foram os principais responsaveis pela realizagdo deste estudo.

Buscando padrbes comparativos para correta analise dos resultados e
conclusdes, o modelo cirurgico-experimental utilizado foi o proposto por
Viterbo?*?°. O modelo tibio-fibular foi reproduzido com sucesso por diversos
autores e é considerado adequado para a investigacao da regeneracao axonal
apds NTL3918:30863940 "gaquindo a técnica utilizada por Muller'®, adaptou-se o
modelo cirurgico-experimental para a ATL com cola de fibrina.

O rato foi o animal escolhido para este experimento devido a sua facil
obtencdo e manuseio, bem como sua excelente resisténcia a infeccao e suas
similaridades anatémicas e biolégicas com os seres humanos®3*. Além disso,
ele é o modelo animal utilizado pela maioria dos autores que estudam a NTL e
a ATL com cola de fibrina'''8#43>4 Para homogeneinizar a amostra, evitando
as variagdes do ciclo estral inerente as fémeas, utilizou-se apenas ratos
machos®.

No procedimento anestésico foram utilizados quetamina e xylazina, por
via intraperitonial”®®. Ambas sdo amplamente utilizadas em modelos animais,
principalmente no rato, sendo indicadas para procedimentos de curta duracéo
como o do estudo®®*%°. Os anestésicos utilizados proporcionaram um plano
anestésico de aproximadamente 40 minutos, periodo adequado para a
realizacdo do procedimento operatorio.

A exposicdo das estruturas em estudo foi realizada através do standard
dorsal gluteal-splitting approach, método referido na literatura para a
abordagem do nervo ciatico e de seus ramos em ratos>'”. Tal acesso permite a

realizagdo do experimento com minimo descolamento tecidual e sangramento,
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reduzindo a morbidade do procedimento e facilitando a recuperagao do animal
no pés-operatério®'”:3¢,

A neurotmese, realizada no nervo fibular, foi apropriada para a
investigacao proposta, visto que, para a regeneracao nervosa, ela exige uma
intervencado cirurgica para a restauragcdo da continuidade anatdémica
macroscopica do nervo. Assim, a identificacdo de axdnios mielinizados,
distalmente a ATL, indicaria a regeneracdao nervosa e 0 sucesso da
anastomose'®.

Alguns autores, que estudam a utilizagdo da cola de fibrina, preconizam
a associacao de alguns pontos microcirurgicos de ancoragem na anastomose,
para minimizar o risco de deiscéncia’'®. No presente estudo, a ATL foi
realizada apenas com cola de fibrina, uma vez que a confec¢do de sutura
dificultaria a analise dos resultados. Ao ndo associar sutura a cola, pode-se
inferir que a regeneracao axonal obtida no grupo C deveu-se apenas a acao do
selante.

Com o término da cirurgia, a recuperagao anestésica dos animais ocorreu
em cerca de trinta minutos, ndo havendo nenhum obito. Tanto o modelo
anestésico quanto o modelo cirurgico foram, desta forma, considerados
apropriados para este estudo.

A verificacdo da regeneragcado axonal apos a ATL com cola de fibrina foi
realizada por meio do teste de marcha e da analise histolégica*'*®°. A simples
confirmagdo histologica da regeneracdo axonal ndo indica diretamente a
recuperagao funcional do animal, exigindo a confirmagdo com os testes de
funcao motora* %%,

A recuperacao funcional do animal foi avaliada por meio do teste de
marcha (walking track analysis), seguindo a metodologia proposta por

A 178, O teste de marcha é o método nao-

Menovsky, et al.” e Medinaceli, et a
invasivo mais utilizado para a avaliacao da funcao motora apés lesao nervosa
no modelo animal em estudo*'%°"78858 (O teste de marcha possibilita a
analise do padrdo da caminhada do animal pela da impressdo de suas
pegadas®'®®""® Segundo Raso, et al®, o teste de marcha correlaciona-se
fidedignamente com a regeneracdo axonal, tendo ainda aplicagdo rapida,
pratica e barata. Apesar da ampla utilizacao, este teste também é criticado por

9,10,51_ /.51

alguns autores Robillard, et al® e Ogiin, et a acreditam que a
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metodologia do teste € de dificil realizagdo e consome muito tempo na analise
dos seus resultados. Sato'® acredita que a natureza subjetiva das medidas e
outros fatores, como presenca de Ulceras no calcanhar, contratura e perda de

dedos, podem comprometer a andlise do teste. Medinaceli, et al.”®

referem que,
apesar destes fatores, o teste de marcha é uma excelente opcao para o
modelo em estudo.

Outros métodos tém sido descritos como alternativas para a avaliacdo da
fungcdo motora apds reanastomoses nervosas, todavia também recebem

/.85, métodos tradicionais como os

criticas. Segundo Lago, et al.* e Raso, et a
eletrofisiol6gicos, apesar de usados em grande escala, falham na correlacéo
com a funcdo motora no rato. Parametros como a velocidade de condugéo
nervosa, o pico e a amplitude do potencial de acdo podem conduzir a
interpretagdes inapropriadas quanto a recuperacao funcional do animal*®°.

Dos raros estudos sobre o tema disponiveis na literatura, apenas um
avalia a funcdo motora apés ATL com cola de fibrina'®. No entanto, por utilizar
um modelo cirargico-experimental diferente (ATL do nervo ulnar no nervo
mediano), a autora optou por utilizar o teste de forca da preensdo (Grip
Strength Test), descrito inicialmente por Perrine, em 1968'°. Este teste é bem
aplicavel no modelo utilizado pela autora, contudo ndo € preconizado no
modelo tibio-fibular.

O teste de marcha, aplicado no presente estudo, foi realizado com trinta
e, posteriormente, com noventa dias, periodo considerado ideal para analises
comparativas entre os grupos®*'"®”. Antes do trigésimo dia, devido & ma
qualidade das pegadas, a avaliagdo do teste fica prejudicada®. Prazos
superiores a noventa dias sado considerados inapropriados, visto que o0s
animais, em que a regeneracado axonal ndo ocorreu, desenvolvem Ulceras e
retragbes importantes nos membros, dificultando a andlise comparativa do
teste'’.

A realizagédo do teste de marcha, bem como a analise de seus resultados,
foi considerada simples e rapida neste estudo. Acredita-se que a familiaridade
com o método facilite seu emprego*®®. Para minimizar o viés de afericdo, o
investigador responsavel por analisar os testes de marcha néo foi informado a

que grupo pertenciam os animais®.
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A analise dos resultados do teste de marcha (tabela 2), utilizando os
indices de funcao, evidenciou que os animais do grupo A ndo apresentaram
alteracado no padréo de caminhada durante o estudo, fato esperado, pois este
grupo nao foi submetido a seccdo nervosa. Os animais do grupo B —
submetidos a seccdao do nervo fibular, sem posterior anastomose -
apresentaram prejuizo motor importante (footdrop) no primeiro teste. Como
esperado, eles mantiveram o MPE atrofico no segundo teste de marcha,
indicando auséncia de recuperacgdo funcional*®. Os animais do grupo C —
submetidos a ATL com cola de fibrina — apresentaram padrao de atrofia do
MPE no trigésimo pés-operatério (semelhante ao grupo B). Todavia, eles
demonstraram uma melhora importante na marcha no nonagésimo poés-
operatério, indicando que houve recuperagao funcional apés a ATL com cola
de fibrina. Neste estudo, obteve-se diferenca estatisticamente significativa
quando foi comparada a recuperagao funcional, no segundo teste de marcha,
entre os grupos B e C. No nonagésimo dia de acompanhamento, os animais do
grupo C voltaram a apresentar um padrdo de caminhada semelhante aos
animais do grupo A.

Mueller'®, que utilizou o modelo cirdrgico-experimental deste estudo, nao
aplicou teste de funcédo nos animais, impedindo a comparagéao dos resultados.
Sato'®, ndo obteve recuperagcdo motora satisfatoria apds realizar a ATL com
cola de fibrina. No entanto, a analise dos seus resultados fica prejudicada
devido as diferencas metodolégicas importantes e a auséncia de avaliacao
morfoldgica no seu estudo.

Liu, et al®, utilizando metodologia de andlise funcional semelhante a
utilizada neste estudo, obtiveram valores de IF=-100,6+3,8 para um grupo
semelhante ao grupo B; e valores de IF=-37,3+13,5 para um grupo submetido a
NTL. Quando comparamos com o |F obtido no grupo C, pode-se inferir que a
recuperacao funcional dos animais submetidos a ATL com cola foi equivalente
a recuperacao dos animais submetidos a NTL no estudo de Liu.

Lago, et al® utilizando o SFI para avaliar a recuperagdo apds
neurorrafias término-terminais, obtiveram indices de -17,00+50, semelhante ao
SFI do grupo C deste estudo.

No intuito de confirmar os achados do teste de funcao, realizou-se a
analise morfolégica das pecas anatbmicas no nonagésimo dia de
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acompanhamento. Alguns autores utilizaram periodos menores como trinta®*

e cinqlienta dias® e receberam criticas pela possibilidade de viés de aferigdo'®.
Outros autores, como o préprio Viterbo, et al.?®, utilizaram periodos maiores
sem que isto refletisse significativamente na avaliacdo. Autores como Mueller'®,
Lundborg, et al®', Rosseto, et al®* e Zhang, et al®, analisando a NTL,
utilizaram 90 dias de acompanhamento em seus estudos. Este periodo é
considerado, pela maioria dos autores, como suficiente para confirmar a
regeneragdo nervosa no modelo tibio-fibular'®®. No presente estudo, a anélise
histolégica no nonagésimo dia foi considerada satisfatoria, pois permitiu a
identificacdo da regeneracao axonal.

A coloragao para a preparagdo das laminas foi a HE, método utilizado
em diversos estudos sobre o tema*'""183%380 Trata-se de uma técnica rapida,
simples e barata para a andlise histolégica. Alguns autores utilizaram outros
métodos para a anélise da regeneragao axonal como, por exemplo, o tetréxido

69173547 & o azul de toluidina®'®%®. No entanto, estes métodos sdo de

de 6smio
custo elevado, de dificil realizagdo e ndo estdo disponiveis em todos os
centros. Assim, seguindo o modelo de Muller'®, optou-se pela HE. No presente
estudo, este método foi considerado satisfatério, pois corou adequadamente as
estruturas estudadas e permitiu a realizacdo da morfometria computadorizada
com facilidade.

A andlise morfométrica da regeneracao axonal foi realizada através da
contagem do numero e do didmetro dos axbénios em cada campo. Este método
foi utilizado por diversos autores e € considerado como preditivo de
regeneragdo nervosa no modelo tibio-fibular'®'8%°,

A presenca de regeneracdo axonal foi caracterizada a partir da
identificagdo de axdnios com bainhas de mielina. Quando estes ndo foram
evidenciados, encontrando-se apenas abundante tecido fibroso, ficou
caracterizada a ndo-regeneracéo’ ">,

Neste estudo, conforme a tabela 3, o grupo C apresentou regeneragao
axonal significativamente superior ao grupo B, demonstrando a efetividade da
ATL com cola de fibrina.

Os resultados encontrados foram préximos aos relatados por Mueller'®,
A autora relata um ndmero médio de 55,81+19,87 axbnios por campo, com

diametro axonal médio de 5,51+1,9 micrdmetros'®.
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A presenca dos poucos e dismorficos axénios identificados no grupo B
também é referida na literatura. Acredita-se que estes axénios relacionem-se
com anastomoses ao acaso, a partir do crescimento desorientado das fibras

1'%, Mueller'® ndo exclui esta possibilidade,

nervosas vindas do coto proxima
mesmo apods a realizacao da rotacao e sutura do coto proximal do nervo fibular.
Sato'® relaciona este resultado as possiveis lesdes epineurais durante a
dissecgdo do animal. Liu, et al.®, no entanto, ndo verificaram a presenca de
axOnios regenerados nos animais submetidos apenas a seccao nervosa
(método idéntico ao grupo B), referindo ter observado apenas fibrose.

Assim, os resultados da anadlise histoldgica confirmaram os achados dos
testes de funcao: ocorreu reinervagao no coto distal do nervo fibular submetido
a ATL com cola de fibrina.

Os resultados do presente estudo foram comparaveis aos achados de
Mueller'®. Em um estudo experimental com metodologia e delineamento
semelhantes, a autora obteve regeneracao axonal — confirmada pela histologia
- apbs ATL com cola de fibrina, com resultados semelhantes aos obtidos com a
NTL'®.

No entanto, os resultados contrariam as publicacdes de Sato' e Bertelli,

et al.*?

. Todavia, estes estudos receberam criticas, utilizaram modelo cirlrgico-
experimental diverso e ndo aplicaram a metodologia aqui proposta. Bertelli, et
al*? nao obtiveram regeneracdo apés ATL com cola de fibrina em nervos do
membro superior de ratos. No entanto, estes autores n&o incluiram um grupo
de sintese comparativo em seu estudo'®. Sato'® também nao obteve sucesso
quando avaliou a recuperacao de forca apds ATL com cola de fibrina em
membro superior de ratos. Todavia, este estudo ndo incluiu uma analise
histol6gica da anastomose, avaliando somente a fungdo motora dos animais.

O principal questionamento sobre a técnica de Viterbo® incide no
mecanismo de brotamento de axbnios a partir do nervo doador, que
ultrapassam uma verdadeira barreira composta pelo endoneuro, perineuro e
epineuro até atingirem o nervo receptor>®*°,

Segundo vérios autores, uma lesdo no nervo doador — pela confeccao da
“‘lanela epineural” ou mesmo pelas minimas lesdes (orificios) causadas pela
entrada da agulha na neurorrafia — é fundamental para o sucesso da

I 88

técnica®*>%2®_ Segundo Liu, et al.® e Bontioti, et al.?®, estas pequenas lesbes
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seriam suficientes para proporcionar um maior contato entre os nervos, com
consequente maior liberacdo de fatores de crescimento, contribuindo
decisivamente para o brotamento axonal. Recentemente, Pannucci, et al.??
afirmaram que, para a obtencdo de melhores resultados na NTL, a lesao
axonal no nervo doador é necessaria. Robillard, et al.’ e Akeda, et al.*’ foram
céticos quanto a possibilidade do brotamento de axénios sem pelo menos uma
minima lesdo no nervo doador. Em artigo de reviséo, Bertelli e Ghizoni® nio
recomendaram a realizagdo da ATL com cola de fibrina, justificando que a
mesma nao determinaria lesdo no nervo doador, que, segundo eles, seria
fundamental para o sucesso da anastomose.

Os resultados do presente estudo reforcam os achados de Akeda, et

al*’ e Matsumoto, et al.®®

que verificaram regeneragao axonal mesmo em um
modelo de NTL protegido (noninjurious end-to-side neurorrhaphy models).
Compreende-se que a lesdao no nervo doador, mesmo que minima, pode
determinar um prejuizo a ele e a anastomose, devendo assim ser evitada®3¢°.
A regeneracao obtida no grupo C suporta a teoria de que a cola pode ser
utilizada na ATL, mesmo, e principalmente, sem lesar o nervo doador'®.

O mecanismo exato do brotamento axonal através da NTL ainda n&o foi
completamente esclarecido e permanece como fonte de estudos®*’. Os
macréfagos — células-chave na degeneracdo walleriana — parecem ser 0s
responsaveis por lisar o perineuro, permitindo que as neurotrofinas, vindas do

131947 Este mesmo

nervo receptor, desencadeiem o brotamento axona
mecanismo poderia explicar a regeneragdao axonal apés a ATL com cola de
fibrina.

A reprodutibilidade dos achados de estudos experimentais como este,
utilizando ratos, para seres humanos é questionada. Liu, et al.® foram taxativos
ao referirem que no homem, a maior espessura do epineuro, perineuro e até
mesmo do endoneuro, prejudicaria o brotamento axonal com a técnica.

Todavia, Samii, et al.'?

, em 2006, relataram um caso clinico de sucesso ao
utilizar a ATL com cola de fibrina em um paciente com lesdo no nervo facial
durante uma cirurgia de schwannoma vestibular.

Millesi e Schmidhammer'® e Raso, et al.®®

afirmam que as controvérsias
sobre a técnica baseiam-se na complexidade da mesma e nas inumeras

variaveis envolvidas no processo. Segundo eles, varios autores demonstraram

36



excelentes resultados com a técnica, assim como outros obtiveram falhas
completas'®®. Segundo Milesi e Schmidhammer'®, aparentemente todos estdo
corretos, uma vez que, neste caso, um resultado pode ser diferente de acordo
com as circunstancias envolvidas.

Assim, entende-se a necessidade de mais estudos, principalmente devido

9,13,36,85

a relevancia do tema, aos achados divergentes na literatura e aos

resultados aqui apresentados.
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7 — CONCLUSAO

A anastomose nervosa término-lateral, realizada com cola de fibrina,
resultou em regeneragédo axonal em ratos, demonstrada tanto histologicamente

quanto funcionalmente.
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10 — ANEXOS

Universidade Federal do Mato Grosso do Sul - Departamento de clinica-cirdrgica Programa de
Pés-Graduagdo em Saude e Desenvolvimento na Regido Centro-Oeste
Mestrando: Daniel Nunes e Silva Orientadora: Prof. Dra. Andréia Brochado Antoniolli
Titulo: ANASTOMOSE NERVOSA TERMINO-LATERAL UTILIZANDO COLA DE FIBRINA.

PROTOCOLO CIRURGICO

Data_ / /  Hora._ . Protocolo Numero:
Animal Nimero: Peso: Grupo:
Anestesia:

Intercorréncias:

Procedimento cirtrgico:

Intercorréncias:

Cola de fibrina utilizada:

Tempo cirargico:

Evolugao p6s-operatoria:
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Quadro 1: Peso (g) dos animais no primeiro e no nonagésimo dia do estudo.

Rato GRUPO A GRUPO B GRUPO C
Dia1 |Dia90( Dia1 | Dia90| Dia1 | Dia 90
277 399 280 411 279 427
278 411 279 421 289 405
277 404 286 409 275 399
291 451 281 418 281 450
288 424 280 423 275 455
279 419 291 444 283 449
283 425 279 438 279 453
288 440 288 431 288 444
277 417 280 429 277 431
10 291 445 291 448 282 449
11 294 449 278 426 281 454
12 282 425 290 450 279 401
13 279 455 281 449 280 432
14 290 444 277 414 285 421
15 288 450 280 422 277 399
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Quadro 5: Representacao do resultado da analise morfolégica realizada com o /mage Pro Plus 4.5 ®.

RATO

GRUPO

NUMERO DE AXONIOS

NUMERO MEDIO

DIAMETRO DE AXONIOS

DIAMETRO MEDIO

CAMPO 1 CAMPO 2 CAMPO 3 CAMPO 4 DE AXONIOS/CAMPO CAMPO 1 CAMPO 2 CAMPO 3 CAMPO 4 DE AXONIOS/CAMPO
1] A | 113 | 99 114 92 104,50 1299 | 11,65 | 884 | 944 10,73
2| A | 101 [ 107 97 131 109,00 8,84 | 1233 | 11,67 | 11,62 11,12
3| A | 114 | o7 112 98 105,25 8,39 | 879 [ 997 [ 951 9,17
4| A | 115 | 95 110 | 107 106,75 731 | 9,01 | 8,11 8,2 8,16
5 | A | o4 122 | 104 91 102,75 1162 ] 10,32 | 12,06 | 9,57 10,89
6 | A | 114 | 109 91 112 106,50 951 | 11,67 | 10,43 | 12,16 10,94
7| A | o4 110 | 109 99 103,00 82 | 12,99 | 11,62 | 9,01 10,46
8| A | 130 | 104 97 111 110,50 957 | 875 | 951 | 6,99 8,71
9| A | 100 | 94 130 | 104 107,00 12,16 | 839 | 82 | 11,67 10,11
10| A | 97 131 | 117 92 109,25 878 | 731 | 799 | 732 7,85
11| A | 119 | o1 111 | 100 105,25 9 |1162] 1003 | 962 10,07
12| A | o4 110 | 117 | 119 110,00 85 | 951 | 951 6,9 8,61
13 A | 104 [ o7 94 126 105,25 1233 82 [ 955 [ 11,67 10,44
14| A | o8 112 | 110 96 104,00 8,79 | 6,99 | 731 | 9097 8,27
15| A | 111 | 102 96 129 109,50 9,01 | 731 | 11,62 | 8,11 9,01
1| B 9 13 7 11 10,00 507 | 567 | 467 | 6,02 5,36
2 | B 0 0 0 0 0,00 0 0 0 0 0,00
3| B 7 12 0 9 7,00 537 | 4,12 0 3,76 3,31
4| B 0 10 2 11 5,75 0 | 313 | 1,34 | 412 2,15
5| B 9 4 12 7 8,00 443 | 508 | 3,67 | 4,09 4,32
6 | B 9 11 5 0 6,25 1,43 | 2,54 | 387 0 1,96
7| B 0 0 0 0 0,00 0 0 0 0 0,00
8 | B 7 12 5 3 6,75 6,62 | 4,78 | 551 | 3,76 517
9| B 7 0 0 2 2,25 2,49 0 0 1,65 1,04
10| B 14 11 13 9 11,75 8,29 | 654 | 7,99 | 8,01 7,71
11| B 0 0 0 0 0,00 0 0 0 0 0,00
12| B 9 11 6 4 7,50 5 | 443 | 514 | 567 5,06
13| B 0 1 0 0 0,25 0 | 249 0 0 0,62
14| B 0 0 0 0 0,00 0 0 0 0 0,00
15| B 13 12 1 4 7,50 3,61 | 2,98 | 3,01 | 4,49 3,52
1] ¢ | 9 85 81 93 87,25 823 | 884 | 803 | 7,54 8,16
2] c [ 100 | 87 94 96 94,25 756 | 809 | 764 | 655 7,46
3] c | s4 91 94 112 95,25 813 | 844 | 767 | 7095 8,05
4| Cc | 76 91 97 86 87,50 6,12 | 6,67 | 7,02 | 5,99 6,45
5| ¢ | 83 79 81 93 84,00 571 | 6,62 | 7,09 | 5,99 6,35
6 | ¢ | 109 | 95 90 85 94,75 8,39 | 754 | 632 | 8388 7,78
7] C | 9 88 80 99 90,50 799 | 813 | 7,65 | 8,01 7.95
8| c| 83 87 60 91 80,25 721 | 893 | 7,78 | 6,69 7,65
9| Cc | 70 59 86 87 75,50 8,88 | 10,66 | 11,09 | 7,76 9,60



