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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Modelo experimental
comportamental e histologico
da regeneraciao do nervo facial
em ratos

Andrei Borin’, Ronaldo Nunes Toledo? Simone
Damasceno de Faria’, José Ricardo Gurgel Testa’,
Oswaldo Laércio Mendon¢ca Cruz’®

Resumo

O estabelecimento de modelos experimentais é o pas-
so inicial para estudos de regeneracio neural. Objetivo:
Estabelecer modelo experimental de regeneraciao do nervo
facial. Materiais e Métodos: Ratos Wistar com sec¢ao com-
pleta e sutura do tronco do nervo facial extratemporal, com
andlise comportamental e histologica até 9 semanas. Forma
do Estudo: Estudo prospectivo experimental. Resultados:
Progressiva recuperacao clinica e histologica dos animais.
Conclusdo: Estabelecemos um método aceitavel para o
estudo de regeneracao do nervo facial em ratos.

Behavioral and histologic
experimental model of facial
nerve regeneration in rats

Palavras-chave: histologia, modelo animal, nervo facial, rato
wistar, regeneracao neural.
Keywords: histology, animal model, facial nerve, wistar rat,
nerve regeneration.

Summary

To setup an experimental model is the first step to study
neural regeneration. Aim: Setting up an experimental model
on facial nerve regeneration. Material and Methods: Wistar
rats with complete sectioning and suturing of the extratemporal
facial nerve trunk; with a behavioral and histological analysis
for 9 weeks. Study Design: Experimental prospective study.
Results: Progressive clinical and histological recovery of the
animals. Conclusion: Our method is acceptable to study
facial nerve regeneration in rats.
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INTRODUCAO

O sétimo nervo craniano, o nervo facial (NF), de-
sempenha um papel muito importante em diversas funcoes
do organismo. E o grande responsivel pela motricidade da
hemiface homolateral, desempenhando ainda um papel na
motricidade de musculos cervicais, na eferéncia do reflexo
estapediano, na sensibilidade de parte da orelha externa,
na capacidade gustativa e no controle autonémico de
glandulas exocrinas. Uma lesao do NF apresenta um im-
pacto importante no bem estar do paciente, ja que acarreta
prejuizos cosméticos, funcionais e psicologicos'?.

Desde o século XVII, a literatura médica ja apre-
senta tentativas de reparaciao do NF lesado?, mas é s6 em
1927 que Bunnel reporta um caso de sucesso do mesmo’.
Na Segunda Grande Guerra do século XX, aproveitando
a infinidade de pacientes gerados nos campos de bata-
lha, iniciaram-se esforcos para a recuperacao de lesdes
neurais, os quais culminaram em 1942 na divulgacio do
“Senior Consultant in Neurologic Surgery to the European
Theater of Operations™, no qual ja se defendia uma su-
tura precoce e sem tensiao para um melhor resultado de
recuperacao funcional. Porém, ainda hoje os resultados
de recuperacio do NF lesado se apresentam impios'*74,
Diversos estudos vem sendo publicados quanto as influ-
éncias de inumeros fatores no resultado final da recupe-
racao do NF, abordando técnica cirtrgica?, administracao
de substancias neurotroficas'”” e até exposicao a pulsos
eletromagnéticos'. E todos estes esforcos envolvem a
obtencio de um modelo experimental para isto.

Objetivamos com este trabalho o estabelecimento
de um paradigma experimental de lesao completa do NF,
de facil obtenc¢do e que permita uma andlise temporal
da regeneracao do mesmo, visando implementar futuros
estudos sobre a utilizacao de fatores neurotréficos.

METODO

O projeto de pesquisa deste estudo foi avaliado e
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UNIFESP/
EPM sob o nimero 0418/05.

Foram utilizados ratos Wistar, adultos, com peso
entre 200 e 300g, machos, mantidos em gaiolas adequadas,
em sala climatizada e sob ciclo claro-escuro de 12 horas,
com livre acesso a dgua e alimento. Foram confecciona-
dos 6 grupos de estudo com lesido e sutura do NF, com
sacrificio e andlise histologica do nervo imediata e com
1, 3, 5, 7 e 9 semanas. O Grupo de 9 semanas (9 SEM)
obedeceu ao seguinte algoritmo:

DO DO1 DO7 D14 D21 D28 D35 D42 D49 D56 D63
S S R S S ) O ) S F—

cirurgia inicial observagdo comportamental sacrificio
* lesao nervo e sutura * histologia do nervo

OBS: D01 (primeiro dia pos operatorio), DO7 (sé-
timo dia pos operatorio), D14 (décimo quarto dia pos-
operatorio)...

Ja os demais grupos (0 SEM, 1 SEM, 3 SEM, 5 SEM
e 7 SEM) tiveram a observacao comportamental suspensa
e sacrificio dos animais estabelecidos no D0, D7, D21,
D35 e D49, respectivamente. No “D0” os animais foram
submetidos ao procedimento cirtrgico inicial utilizando-se
microscopio cirdrgico DF-Vasconcelos® M90, seguindo os
seguintes passos:

1) anestesia intraperitonial com cloridrato de xilasi-
na 2% (0,5 ml/Kg de peso) e cloridrato de ketamina 10%
(0,9 ml/Kg de peso);

2) tricotomia retroauricular direita;

3) incisao vertical retroauricular interessando pele,
subcutineo e platisma;

4) disseccio romba e identificacio da margem ten-
dinosa do musculo clavotrapeziano, do tronco e bifurcacao
do nervo facial direito e da veia jugular externa;

5) seccao completa do nervo facial com microte-
soura a aproximadamente 3mm de sua emergéncia (entre
margem tendinosa do clavotrapeziano e veia jugular ex-
terna) e imediata sutura com nylon 9-0;

6) fechamento da pele e subcutineo em pontos
separados com nylon 4-0.

Nos respectivos dias destinados 2 observacio
clinica, os animais foram submetidos a observacao da
mimica facial espontanea para observacio do movimen-
to das vibrissas, comparando o lado direito (lesado) ao
lado esquerdo (nao-lesado) durante o movimento tipico
do rato ao explorar o ambiente. Levando-se em conta o
posicionamento, amplitude e a freqiiéncia do movimento
das vibrissas, foi dado um valor numérico conforme a
escala do Quadro 1.

Nestes mesmos dias, observamos também o fecha-
mento ocular dos animais mediante estimulo de jato de
ar, produzido pela compressao ripida do @mbolo de uma

Quadro 1. Escala de pontuacao para observacao do movimento de
vibrissas.

Pontos Movimento

0 Sem movimento

1 Tremor leve

> Movimentacao efetiva com posicionamento posterioriza-
do e amplitude e freqliéncias inferiores ao contra-lateral
Movimentagao efetiva com posicionamento semelhante

3 ao contra-lateral, mas com amplitude e freqiiéncia infe-
riores
Movimentacéao efetiva com posicionamento e amplitu-

4 de semelhantes ao contra-lateral, mas com freqliéncia
inferior

5 Movimentacao efetiva com posicionamento, amplitude e

freqUiiéncia semelhantes ao contra-lateral
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seringa de 20 ml direcionado contra cada globo ocular.
Aqui, nao comparamos o lado direito (lesado) ao lado es-
querdo (nao-lesado) ja que o posicionamento lateralizado
dos globos oculares nestes animais nao permite o estimulo
bilateral simultineo. Levando-se em conta o fechamento
da rima ocular observado, foi dado um valor numérico
conforme a escala do Quadro 2.

Quadro 2. Escala de pontuagao para observagao do fechamento da
rima ocular.

Pontos Movimento
0 Sem movimento perceptivel
1 Contracédo, mas sem fechamento perceptivel da rima
ocular
2 Fechamento de até 25% da rima ocular
3 Fechamento de 25 a 50% da rima ocular
4 Fechamento de 50 a 75% da rima ocular
5 Fechamento entre 75 e 100% da rima ocular

Em cada dia definido para o sacrificio, de acordo
com o grupo em questdo, os animais foram sacrificados
através da superdosagem dos mesmos anestésicos utili-
zados na cirurgia inicial. Nova disseccao do nervo facial
direito permitiu a localizacdo da sutura neural prévia,
sendo retirado o fragmento imediatamente distal ao pon-
to de sutura para andlise histolégica. Os fragmentos de
nervo foram colocados em frascos individuais com solu-
cao fixadora Karnovsky modificada (glutaraldeido 2,5%
e paraformaldeido 2%, tamponados com cacodilato de
sédio 0,1M pH 7,4), sendo entdo processados para andlise
histologica no CEME (Centro de Microscopia Eletronica)
da UNIFESP/EPM, seguindo o protocolo: quatro lavagens
sucessivas em solucdo tampao cacodilato de sédio (0,1M
pH 7,4), sendo que as duas primeiras lavagens em tem-
peratura ambiente por 15 minutos; a terceira a 4° C por
12 horas; a quarta a temperatura ambiente por 15 minu-
tos. Pos-fixacao com tetroxido de 6smio 2% em solucao
tampao cacodilato de sédio (0,1 M pH 7,4) por uma hora,
seguidas por duas lavagens rapidas (1 minuto) e sucessi-
vas com agua destilada. Imersio em solug¢do aquosa de
acetato de uranila 0,5% por 30 minutos, seguidas de duas
lavagens rapidas (1 minuto) e sucessivas com agua desti-
lada. Desidratacio em banhos de imersao sucessivos em
concentracoes crescentes de etanol: 70% por 30 minutos
(1 vez), 90% por 30 minutos (1 vez) e 100% por 20 minu-
tos (2 vezes). Dois banhos de imersao consecutivos em
oxido de propileno por 20 minutos cada. Infiltracio em
mistura de resina tipo Araldite 502®:6xido de propileno
em concentracoes de 1:3, 1:2 e 1:1 por 60 minutos cada,
agitando-se por rotacao e em temperatura ambiente. Apos,
colocacao em resina pura por quatro a cinco horas em
vacuo. Transferidos para moldes de inclusao e orientados

horizontalmente para obtencio de cortes transversais dos
nervos, seguido de polimerizacio da resina em estufa a
60° C por 72 horas. Os blocos obtidos apés este preparo
foram aparados e cortados em ultramicrotomo Leica Rei-
chert Ultracuts®, com navalhas de vidro, obtendo cortes
semifinos de 0,3 Im de espessura. Em seguida, os cortes
foram colocados em laminas de vidro e corados com azul
de toluidina 1%.

Os cortes foram visibilizados em microscopio 6ptico
Nikon Optiphot II® acoplado a um sistema analisador
de imagem Leica Quantimet 500 QWIN®, com imagens
digitalizadas através de cimera Sony XC 003P®. Foram
obtidas imagens com objetiva de 40 vezes e aumento total
de 860 vezes na imagem digitalizada. Estas imagens foram
impressas em papel fotogrifico no formato 10 x 15cm
para a realizacio de uma andlise qualitativa e quantitativa
histométrica da regeneracio neural através da andlise das
fibras mielinizadas.

Para a andlise qualitativa, as fotos foram dispostas
sequencialmente de acordo com o tempo entre lesao e
sacrifico do animal e observado a presenca de fibras mie-
linizadas, seu diametro relativo e a uniformidade de sua
distribuicao no nervo.

Para a andlise quantitativa, foi confeccionado uma
“mascara” de 10 x 15cm em uma folha de acetato trans-
parente, na qual foram desenhadas 18 “janelas” de 1,5 x
1,5cm, numeradas de 1 a 18, distribuidas uniformemente
em 3 linhas (6 “janelas” por linha). Aproveitamos a Figura
4, que sera apresentada nos resultados, para realizar uma
fotomontagem para exemplificar a confeccao destas “jane-
las”. Através de um sorteio randomizado, foram escolhidas
3 “janelas” por linha para se realizar uma contagem de
fibras mielinizadas, num total de 9 “janelas” por foto. Esta
contagem obedeceu ao método histométrico classico de
considerar “validos” os elementos que estavam totalmente
“inclusos” na drea da janela e os s6 parcialmente inclusos,
mas que foram interceptados pelas arestas superior e es-
querda. Foram desconsideradas nas contagens aqueles s6
parcialmente inclusos interceptados pelas arestas inferior
e direita. As contagens de cada uma destas nove “janelas”
foram somadas, obtendo a contagem total para cada rato.
Durante a contagem, se alguma das “janelas” foi consi-
derada como inadequada, seja por nio estar totalmente
sobre a drea neural (englobando bainha e/ou tecidos
adjacentes), ou as fibras estarem cortadas obliquamente,
ou ainda por problemas quanto a coloracao (depdsitos
homogénios de azul de toluidina), a “janela” em questio
foi substituida pela sua sucessora na mesma linha. Caso
esta nova “janela” ja houvesse sido selecionada para a
contagem durante o sorteio inicial, a janela sucessora a
esta foi escolhida. Em caso de necessidade de substituir
as janelas 6, 12 ou 18 (finais das linhas), optamos pela 1,
7 e 13 (iniciais das linhas).
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RESULTADOS

Foram utilizados dois animais para cada grupo de
estudo, num total de 12 ratos. Os resultados da observacao
comportamental destes animais se encontram apresentados
na Tabela 1. Os pontos obtidos por cada rato relativos
a movimentacao das vibrissas e ao fechamento da rima
ocular foram somados e realizamos a média dos dois ani-

Tabela 1. Resultados da observagao comportamental dos animais.

mais pertencentes a cada grupo, confecionando o Grifico
1. Neste, podemos inferir uma recuperacio temporal dos
animais ao longo das nove semanas de observacao clinica.
Anilises estatisticas ndo foram realizadas por termos uma
amostra de apenas dois animais por grupo, mas nota-se
uma clara tendéncia de recuperacao clinica, saindo de
uma média de 2 pontos no grupo 1SEM para 7,5 pontos
no grupo 9SEM. Uma “linha de tendéncia” foi calculada e

Observacao das Vibrissas

Grupo rato D01 D07 D14 D21 D28 D35 D42 D49 D56 D63
1 SEM | 0 1

1 SEM Xl 0 1

3 SEM Vi 0 1 1 2

3 SEM Vi 0 1 1 1

5 SEM I\ 0 1 1 2 2 2

5 SEM X 0 1 1 2 2 2

7 SEM \Y 0 1 1 2 2 2 2 2
7 SEM Vil 0 1 1 2 2 2 2 2
9 SEM IX 0 1 1 2 2 2 3 3
9 SEM X 0 1 1 2 2 2 2 2
Observacao da Rima Ocular

Grupo rato D1 D7 D14 D21 D28 D35 D42 D49 D56 D63
1 SEM | 0 1

1 SEM Xl 0 1

3 SEM Vi 0 1 1 3

3 SEM Vi 0 1 1 1

5 SEM v 1 1 1 2 3 4

5 SEM X 0 1 1 3 3 4

7 SEM Vv 1 1 1 3 4 4 4 5
7 SEM Vil 0 1 1 3 3 4 5 5
9 SEM IX 0 1 1 3 4 4 4 5
9 SEM X 0 1 1 3 4 4 5 5
TOTAL (Somatdria da observacao das Vibrissas e da Rima Ocular)

Grupo rato D1 D7 D14 D21 D28 D35 D42 D49 D56 D63
1 SEM | 0 2

1 SEM Xl 0 2

3 SEM Vi 0 2 2 5

3 SEM Vi 0 2 2 2

5 SEM I\ 1 2 2 4 5 6

5 SEM X 0 2 2 5 5 6

7 SEM \ 1 2 2 5 6 6 6 7
7 SEM Vil 0 2 2 5 5 6 7 7
9 SEM IX 0 2 2 5 6 6 7 8
9 SEM X 0 2 2 5 6 6 7 7
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Grafico 1. Médias de recuperagéo clinica apds transeccao e sutura
do nervo facial.

inserida no mesmo para facilitar a percepcao deste fato.
Apresentamos as 12 fotos obtidas para cada um
dos animais (Figuras 1 a 12). Utilizando estas imagens
na andlise histologica qualitativa, podemos notar que no
grupo 0 SEM (Figuras 1 e 2) observamos a presenca de
fibras regulares, de forma circular, distribuidas homoge-
neamente por todo o campo. No grupo 1 SEM (Figuras 3
e 4) notamos a quase que total auséncia de fibras mieli-
nizadas, sendo que na Figura 4 notamos um depdsito do
corante em parte do campo observado. No grupo 3 SEM,
observando a Figura 5 (rato VII), notamos a presenca de
fibras mielinizadas de pequeno didmetro agrupadas em
algumas dreas do nervo; ja na Figura 6 (rato VI), observa-
mos um aspecto muito semelhante ao grupo 1 SEM. No
grupo 5 SEM, na Figura 8 (rato X), notamos uma “retracao”
do material, o que impossibilitou uma andlise qualitativa;
ja na Figura 7, observamos uma acentuacio da presenca
de pequenas fibras mielinizadas por toda a drea neural.
Nos grupos 7 SEM (Figuras 9 e 10) e 9 SEM (Figuras 11 e
12), essa presenca vai se acentuando ainda mais, j4 com Figura 3: Microscopia do tronco do nervo facial apds 1 semana de
algumas fibras “grandes”, semelhantes ao grupo 0 SEM, fransecgao e sutura (RATO 1)
sobretudo na Figura 12 (rato IX).

Figura 4. Microscopia do tronco do nervo facial apés 1 semana de
transeccao e sutura (RATO Xll); e simulacéo de “méscara” de contagem

Figura 1. Microscopia do tronco do nervo facial sem lesdo (RATO lI) de fibras mielinizadas.

REvVISTA BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA 72 (6) NovemBro/DEzEMBRO 2006
http://www.rborl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br

779



Figura 5. Microscopia do tronco do nervo facial apds 3 semanas de Figura 8. Microscopia do tronco do nervo facial apds 5 semanas de
transeccao e sutura (RATO VII) transeccgao e sutura (RATO X)

Figura 6. Microscopia do tronco do nervo facial apés 3 semanas de Figura 9. Microscopia do tronco do nervo facial apés 7 semanas de
transeccao e sutura (RATO VI) transeccao e sutura (RATO V)

Figura 7. Microscopia do tronco do nervo facial apds 5 semanas de Figura 10. Microscopia do tronco do nervo facial apds 7 semanas de
transeccao e sutura (RATO IV) transecgao e sutura (RATO VIII)
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Figura 11. Microscopia do tronco do nervo facial apés 9 semanas de
transeccao e sutura (RATO XI)

(2l )¢ -
CYIXODA

Figura 12. Microscopia do tronco do nervo facial apés 9 semanas de
transeccao e sutura (RATO IX)

Na analise histologica quantitativa, tivemos proble-
mas em duas imagens. Na Figura 4, devido ao depdsito
de corante ja relatado anteriormente, foi necessaria a
“mudancga” de trés das nove janelas sorteadas para a rea-
lizacao da contagem. Na Figura 8, a “retracao” do material
impossibilitou também a andlise quantitativa do mesmo.
Apresentamos os dados da analise histométrica na Tabela
2, compilando a contagem em cada um das nove “jane-
las” sorteadas para cada rato, a contagem total de cada
animal e a média de cada grupo. Notamos o incremento
temporal do nimero de fibras mielinizadas, sendo que
no grupo 7 SEM obtivemos valores muito préximos ao
grupo 0 SEM, sendo este suplantado no grupo 9 SEM. O
Grafico 2 ilustra o fato. Aqui também nao foram realizadas
analises estatisticas por termos uma amostra de apenas
dois animais por grupo.

Procurando observar a correlacio entre os resulta-
dos da observacao clinica e da contagem de fibras mieli-
nizadas, apresentamos a Tabela 3 e o Grafico 3 que corre-
lacionam estas duas séries de resultados. Organizamos os
ratos em uma série crescente de resultados na contagem
de fibras mielinizadas, excluindo o rato X desta anilise ja
que nao obtivemos uma andlise histométrica do mesmo,

Média de contagem de fibras mielinizadas

1400
1200 0 SEM
1000 A
800
600
400 - 3 SEM.
200 A

00

1 SEM

Grafico 2. Médias de contagem de fibras mielinizadas.

Tabela 2. Resultado da contagem de fibras mielinizadas e média por grupo.

GRUPO  RATO TOTAL RATO MEDIA GRUPO
0 SEM I 17 13 14 17 16 12 13 11 14 127
0 SEM Il 12 9 9 9 10 11 14 11 11 96 s
1 SEM [ 0 1 0 1 0 0 1 1 0
1 SEM Xl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20
3 SEM Vil 1 9 4 7 2 9 4 6 16 58
3 SEM Vi 1 0 0 2 0 0 0 0 3 305
5 SEM \Y 10 6 3 12 3 2 9 13 6 64

64,0
5 SEM X \ \ \ \ \ \ \ \ \ \
7 SEM % 16 15 15 11 7 10 15 12 11 112 1080
7 SEM Vil 10 18 12 12 14 3 13 9 13 104
9 SEM IX 14 13 8 8 10 12 9 12 8 94
9 SEM XI 17 18 17 18 19 14 16 15 14 148 1210

* dado relativo apenas ao rato IV
—
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Tabela 3. Correlacao entre resultados de contagem das fibras mieli-
nizadas e pontuacao da observagao comportamental.

RATO X Vi 1 v v IX o v voX
GRUPO 1S 3S 1S 3S 58 9S 7S 7S 9S
Contagemde 5 4 55 64 o4 104 112 148
fibras
Pontuagéoclinica 2 2 2 5 6 8 7 7 7
Correlagao entre clinica e histologia
»
7
/
oy
-
—e—clinica
—=— histologia
/
V_.'ﬂ#. T T T T T T
XEwvE 1 vV X VIl Y X
rato

Grafico 3. Correlagdo entre resultados de clinica e contagem de
fibras.

como ja relatado. Em seguida listamos seus resultados na
observacao clinica e notamos uma correlacio direta entre
os dois resultados, sobretudo nos grupos 1 SEM, 3 SEM e
5 SEM, nos quais uma maior contagem de fibras indicou
uma maior pontuagio clinica. Ja nos grupos 7 SEM e 9 SEM,
uma maior contagem nao indicou um melhor resultado
clinico diretamente proporcional.

DISCUSSAO

O estabelecimento de um paradigma experimental
de lesao do NF ¢ o passo inicial e fundamental para o es-
tudo da acao de possiveis fatores neurotroficos. Apesar de
concordarmos que ainda nao ha um modelo experimental
perfeito'?, este deveria apresentar as caracteristicas mini-
mas de ser pritico e facilmente reprodutivel, permitindo
a andlise temporal e objetiva do processo de regenerac¢io
neural. Diversos animais se prestam ao estabelecimento
de modelos experimentais para estudos sobre o NF, como
o gato?, o coelho®®, o hamster, o camundongo®’, o “gui-
nea pig”® e o porco'’. Optamos por utilizar o rato Wistar
porque, além de ser um animal ja utilizado em estudos
semelhantes na literatura'®®, é facilmente obtido no bio-
tério desta Instituicao, tem um manejo relativamente facil
podendo ser mantidos em gaiolas coletivas, é facilmente
anestesiado e o animal com paralisia facial nao apresenta
grande morbidade para se alimentar, mesmo quando esta &

bilateral'?. Optamos por padronizar o modelo com animais
do sexo masculino porque ha relatos sobre a influéncia
do género na regeneracao neural, sendo naturalmente
maior em fémeas de hamster™, e para que nao houvesse
necessidade de controle do ciclo hormonal dos animais.
A anatomia do NF extratemporal do rato também ji esta
descrita na literatura, sendo que o seu tronco, de aproxi-
madamente 6mm, € facil e constantemente acessado por
uma incisao retroauricular simples, variando em menos
de 2,1% em contagens de fibras mielinicas seriadas, nao
sofrendo influencias quanto ao peso e idade do animal'*#.
Quanto as desvantagens deste animal, citariamos o fato
do tronco do NF do rato ser monofascicular, o que difere
do ser humano'?, além da pequena expressao de mimica
facial deste animal, o que dificulta o estabelecimento de
escalas visuais de recuperaciao de motricidade.

Uma vez estabelecido o animal, procuramos esco-
lher o tipo de lesao neural. Diversos estudos vem utilizan-
do o “esmagamento” do NF#2'#% porém optamos pela
seccao completa do mesmo por se tratar de uma lesiao
mais reprodutivel ja que é sempre grau V na classificacio
de Suderland''®. Na reparacdo de uma lesio completa
do NF poderiamos optar por utilizar tubos de silicone,
bastoes de coldgeno, cola de fibrina, fiscia temporal ou
enxertos livres neurais ou de musculo!*73. Optamos pela
sutura epineural, pois além de ser bem estabelecida na
literatura2161819.202425.2930 " eg reproduz melhor a corre¢ao
cirtrgica realizada em nervos de seres humanos, sendo
relativamente facil a obten¢io de um bom alinhamento
e com pouca tensao dos cotos com apenas 1 ponto, no
caso do rato'’.

Diversos métodos para avaliar a regeneracao neural
em animais ja foram propostos. Escalas comportamentais
8283233 andlises eletrofisiologicas*!*1%% analises de fibras
musculares'>?*? analises de nucleos centrais!®1921-23:30.34:36 ¢
andlises de axdnios*!*1%1%313 j3 foram utilizadas na literatu-
ra. Optamos por realizar uma analise comportamental por-
que esta nao reflete apenas um aspecto anatdmico e sim
o aspecto primordial da regeneracao que € a recuperacio
da funcionalidade do movimento facial?’. Outros autores,
utilizando estudos de lesao do NF em roedores ja haviam
utilizado escalas clinicas de observacio do movimento
de vibrissas, em muito semelhantes ao nosso®#. Procu-
rando incrementar a analise comportamental, associamos
a observacio do fechamento da rima ocular baseado na
experiéncia de outros autores com animais como o gato®.
Porém ¢ inegivel que esta medida comportamental tem
um grande componente de subjetividade e menor repro-
dutibilidade. Optamos entao por associar uma avaliacio
histométrica, por microscopia Optica das fibras mielinizadas
do axoOnio, que além de ser a mais utilizada na literatura,
apresenta um custo aceitavel'®19313237-% - Algumas limita-
¢coes desta técnica merecem destaque. Ela nao permite
aferir a presenca de fibras amielinicas - s6 visibilizadas
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por microscopia eletronica, metodologia ainda de alto
custo para aplicacio em grandes séries'® - e ndo avalia
o didmetro e espessura da bainha mielinica, quesitos que
seriam interessantes para acompanhar a regeneracio.
Tentamos avaliar estes dois Gltimos quesitos através de
andlises automatizadas de dreas capturadas por sistemas
de matizes de cores, porém os dados niao se mostraram
reprodutiveis e confidveis, pois existe grande dificuldade
em conseguir corar a mielina com um tom especifico,
problema ji relatado por outros autores”.

Uma vez estabelecido o modelo, passamos a discus-
sao de nossos resultados comparados as observacoes de
outros autores na literatura. Quanto a escala de observacio
comportamental, obtivemos resultados que demonstraram
uma recuperacio temporal da movimentagao facial, o
que corresponde bem ao resultado de outros autores que
utilizaram modelos semelhantes em roedores”*®. Em uma
escala maxima de 10 pontos, nossos animais estabelece-
ram uma recuperacao de 50% da func¢io entre a 3% e a 52
semanas e de 75% na 9* semana, quando encerramos o
experimento. O fechamento da rima ocular nos pareceu
o parametro mais precoce e facilmente observavel para
esta andlise, enquanto o retorno do movimento das vi-
brissas foi mais lento. Essa observacio coaduna com a
de outros autores que ressaltam ser o retorno parcial do
“blink reflex” o sinal mais precoce de recuperacio neural
em roedores®.

Quanto a nossa analise qualitativa da histologia,
observamos o surgimento de pequenos grupamentos de
fibras mielinizadas, sobretudo apds a 3* semana, processo
intensificado nas semanas seguintes, acompanhado de
um aumento no didmetro das mesmas, sobretudo na 72 e
9% semanas. Esta observacao encontra correspondente na
literatura em trabalhos com ratos em NF'”% e em nervo
ciatico®™ " nos quais os autores evidenciam um aumento
gradual em numero e diametro das fibras mielinizadas
ao longo da regeneracio neural. Isto seria o reflexo do
processo inicial de brotamento multiplo de fibras do coto
proximal que invadem o coto distal e que ao longo do
tempo vao aumentando em didmetro, refletindo uma maior
capacidade de conducao neural. O tempo em que inicia-
mos a percep¢io da regeneraciao neural também coaduna
com as observacoes classicas ja descritas na literatura, onde
a degeneracao walleriana se completaria em torno da 22
semana e o surgimento do brotamento das fibras do coto
proximal e o inicio da “invasao” do coto distal, em torno
do 10° dia'74!,

Quanto a nossa andlise quantitativa histométri-
ca, observamos que a partir da 3? semana ocorreu um
aumento gradativo na contagem de fibras mielinizadas,
atingindo um valor muito préximo do normal na 7* sema-
na e suplantando este na 9* semana. Este fato também ja
encontra similaridade na literatura, onde diversos autores
relatam um aumento progressivo no numero de fibras

mielinicas ao longo do processo de regeneracao®™ . O
fato da contagem da 9* semana suplantar a do grupo
controle (OSEM), ao nosso ver é decorrente do menor
diametro que as fibras deste grupo apresentam em relagcao
ao controle, fibras as quais seriam mais “imaturas” que as
de maior didmetro. Tanto isto nos parece verdade, que o
rato IX-9SEM (Figura 9), que foi o que apresentou maior
semelhanca qualitativa de fibras em relacao ao grupo O
SEM, e também uma melhor pontuacio clinica, apresentou
uma quantidade de fibras menor que os ratos XI-9SEM,
V-7SEM e VIII-7SEM. Porém, como realizamos apenas 2
animais por grupo, uma comparacio estatistica entre eles
nao se mostraria adequada.

Quando comparamos os resultados de nossa ana-
lise de comportamento clinico e histométrico (Grafico 3),
podemos observar que uma maior pontuacdo clinica ¢é
acompanhada por uma maior contagem de fibras, sobre-
tudo até um “platd” constituido pelos animais dos grupos
7SEM e 9SEM, onde a contagem permanece ascendente e
a melhora clinica praticamente se estabiliza. Essa “disso-
ciacao” mais tardia entre os dois parametros de regenera-
¢ao neural, que ocorreu nas ultimas semanas, nos parece
decorrente de dois fatos. Primeiro, que nossa escala de
avaliacio clinica € um tanto que limitada, ja que como
ressaltamos anteriormente, o rato nao nos oferece uma
expressao facial com movimentos muito refinados dispo-
niveis para a mesma. Segundo, que um aumento apenas
em numero das fibras nao necessariamente reflete uma
melhora da func¢io final de movimentacio, fato também
ja ressaltado na literatura'73742,

CONCLUSAO

Concordamos que nao existe um paradigma expe-
rimental perfeito para o estudo da recuperacio de lesio
do NF, porém acreditamos ter estabelecido um método
adequado através de andlises comportamental e histo-
métrica.
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