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Behavioral and histologic 
experimental model of facial 
nerve regeneration in rats

 Resumo / Summary

O estabelecimento de modelos experimentais é o pas-
so inicial para estudos de regeneração neural. Objetivo: 
Estabelecer modelo experimental de regeneração do nervo 
facial. Materiais e Métodos: Ratos Wistar com secção com-
pleta e sutura do tronco do nervo facial extratemporal, com 
análise comportamental e histológica até 9 semanas. Forma 
do Estudo: Estudo prospectivo experimental. Resultados: 
Progressiva recuperação clínica e histológica dos animais. 
Conclusão: Estabelecemos um método aceitável para o 
estudo de regeneração do nervo facial em ratos.
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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.

Palavras-chave: histologia, modelo animal, nervo facial, rato 
wistar, regeneração neural.

Keywords: histology, animal model, facial nerve, wistar rat, 
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INTRODUÇÃO

O sétimo nervo craniano, o nervo facial (NF), de-
sempenha um papel muito importante em diversas funções 
do organismo. É o grande responsável pela motricidade da 
hemiface homolateral, desempenhando ainda um papel na 
motricidade de músculos cervicais, na eferência do reflexo 
estapediano, na sensibilidade de parte da orelha externa, 
na capacidade gustativa e no controle autonômico de 
glândulas exócrinas. Uma lesão do NF apresenta um im-
pacto importante no bem estar do paciente, já que acarreta 
prejuízos cosméticos, funcionais e psicológicos1-3.

Desde o século XVII, a literatura médica já apre-
senta tentativas de reparação do NF lesado4, mas é só em 
1927 que Bunnel reporta um caso de sucesso do mesmo5. 
Na Segunda Grande Guerra do século XX, aproveitando 
a infinidade de pacientes gerados nos campos de bata-
lha, iniciaram-se esforços para a recuperação de lesões 
neurais, os quais culminaram em 1942 na divulgação do 
“Senior Consultant in Neurologic Surgery to the European 
Theater of Operations”6, no qual já se defendia uma su-
tura precoce e sem tensão para um melhor resultado de 
recuperação funcional. Porém, ainda hoje os resultados 
de recuperação do NF lesado se apresentam ímpios1,2,7,8. 
Diversos estudos vem sendo publicados quanto às influ-
ências de inúmeros fatores no resultado final da recupe-
ração do NF, abordando técnica cirúrgica2, administração 
de substâncias neurotróficas1,7,9 e até exposição à pulsos 
eletromagnéticos10. E todos estes esforços envolvem a 
obtenção de um modelo experimental para isto.

Objetivamos com este trabalho o estabelecimento 
de um paradigma experimental de lesão completa do NF, 
de fácil obtenção e que permita uma análise temporal 
da regeneração do mesmo, visando implementar futuros 
estudos sobre a utilização de fatores neurotróficos.

MÉTODO

O projeto de pesquisa deste estudo foi avaliado e 
aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da UNIFESP/
EPM sob o número 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 à água e alimento. Foram confecciona-
dos 6 grupos de estudo com lesão e sutura do NF, com 
sacrifício e análise histológica do nervo imediata e com 
1, 3, 5, 7 e 9 semanas. O Grupo de 9 semanas (9 SEM) 
obedeceu ao seguinte algoritmo:

D0 D01 D07 D14 D21 D28 D35 D42 D49 D56 D63
|____________|____|____|____|____|____|____|____|____|______|
cirurgia inicial observação comportamental sacrifício
* lesão nervo e sutura * histologia do nervo

OBS: D01 (primeiro dia pós operatório), D07 (sé-
timo dia pós operatório), D14 (décimo quarto dia pós-
operatório)...

Já os demais grupos (0 SEM, 1 SEM, 3 SEM, 5 SEM 
e 7 SEM) tiveram a observação comportamental suspensa 
e sacrífício dos animais estabelecidos no D0, D7, D21, 
D35 e D49, respectivamente. No “D0” os animais foram 
submetidos ao procedimento cirúrgico inicial utilizando-se 
microscópio cirúrgico 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) incisão vertical retroauricular interessando pele, 

subcutâneo e platisma;
4) dissecção romba e identificação da margem ten-

dinosa do músculo clavotrapeziano, do tronco e bifurcação 
do nervo facial direito e da veia jugular externa;

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

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

Nos respectivos dias destinados à observação 
clínica, os animais foram submetidos à observação da 
mímica facial espontânea para observação do movimen-
to das vibrissas, comparando o lado direito (lesado) ao 
lado esquerdo (não-lesado) durante o movimento típico 
do rato ao explorar o ambiente. Levando-se em conta o 
posicionamento, amplitude e a freqüência 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 compressão rápida do êmbolo de uma 

Quadro 1. Escala de pontuação para observação do movimento de 
vibrissas.

Pontos Movimento

0 Sem movimento

1 Tremor leve

2
Movimentação efetiva com posicionamento posterioriza-
do e amplitude e freqüências inferiores ao contra-lateral

3
Movimentação efetiva com posicionamento semelhante 
ao contra-lateral, mas com amplitude e freqüência infe-
riores

4
Movimentação efetiva com posicionamento e amplitu-
de semelhantes ao contra-lateral, mas com freqüência 
inferior

5
Movimentação efetiva com posicionamento, amplitude e 
freqüência semelhantes ao contra-lateral
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seringa de 20 ml direcionado contra cada globo ocular. 
Aqui, não comparamos o lado direito (lesado) ao lado es-
querdo (não-lesado) já que o posicionamento lateralizado 
dos globos oculares nestes animais não permite o estimulo 
bilateral simultâneo. 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 pontuação para observação do fechamento da 
rima ocular.

Pontos Movimento

0 Sem movimento perceptível

1 Contração, mas sem fechamento perceptível 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 sacrifício, de acordo 
com o grupo em questão, os animais foram sacrificados 
através da superdosagem dos mesmos anestésicos utili-
zados na cirurgia inicial. Nova dissecção do nervo facial 
direito permitiu a localização da sutura neural prévia, 
sendo retirado o fragmento imediatamente distal ao pon-
to de sutura para análise histológica. Os fragmentos de 
nervo foram colocados em frascos individuais com solu-
ção fixadora Karnovsky modificada (glutaraldeído 2,5% 
e paraformaldeido 2%, tamponados com cacodilato de 
sódio 0,1M pH 7,4), sendo então processados para análise 
histológica no CEME (Centro de Microscopia Eletrônica) 
da UNIFESP/EPM, seguindo o protocolo: quatro lavagens 
sucessivas em solução tampão cacodilato de sódio (0,1M 
pH 7,4), sendo que as duas primeiras lavagens em tem-
peratura ambiente por 15 minutos; a terceira à 4º C por 
12 horas; a quarta à temperatura ambiente por 15 minu-
tos. Pós-fixação com tetróxido de ósmio 2% em solução 
tampão cacodilato de sódio (0,1 M pH 7,4) por uma hora, 
seguidas por duas lavagens rápidas (1 minuto) e sucessi-
vas com água destilada. Imersão em solução aquosa de 
acetato de uranila 0,5% por 30 minutos, seguidas de duas 
lavagens rápidas (1 minuto) e sucessivas com água desti-
lada. Desidratação em banhos de imersão sucessivos em 
concentrações 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 imersão consecutivos em 
óxido de propileno por 20 minutos cada. Infiltração em 
mistura de resina tipo Araldite 502®:óxido de propileno 
em concentrações de 1:3, 1:2 e 1:1 por 60 minutos cada, 
agitando-se por rotação e em temperatura ambiente. Após, 
colocação em resina pura por quatro a cinco horas em 
vácuo. Transferidos para moldes de inclusão e orientados 

horizontalmente para obtenção de cortes transversais dos 
nervos, seguido de polimerização da resina em estufa a 
60º C por 72 horas. Os blocos obtidos após este preparo 
foram aparados e cortados em ultramicrótomo Leica Rei-
chert Ultracuts®, com navalhas de vidro, obtendo cortes 
semifinos de 0,3 μm de espessura. Em seguida, os cortes 
foram colocados em lâminas de vidro e corados com azul 
de toluidina 1%.

Os cortes foram visibilizados em microscópio óptico 
Nikon Optiphot II® acoplado a um sistema analisador 
de imagem Leica Quantimet 500 QWIN®, com imagens 
digitalizadas através de câmera 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 fotográfico no formato 10 x 15cm 
para a realização de uma análise qualitativa e quantitativa 
histométrica da regeneração neural através da análise das 
fibras mielinizadas.

Para a análise qualitativa, as fotos foram dispostas 
seqüencialmente de acordo com o tempo entre lesão e 
sacrifico do animal e observado a presença de fibras mie-
linizadas, seu diâmetro relativo e a uniformidade de sua 
distribuição no nervo.

Para a análise quantitativa, foi confeccionado uma 
“máscara” 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, distribuídas uniformemente 
em 3 linhas (6 “janelas” por linha). Aproveitamos a Figura 
4, que será apresentada nos resultados, para realizar uma 
fotomontagem para exemplificar a confecção 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 clássico11 de 
considerar “válidos” os elementos que estavam totalmente 
“inclusos” na área da janela e os só parcialmente inclusos, 
mas que foram interceptados pelas arestas superior e es-
querda. Foram desconsideradas nas contagens aqueles só 
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 não estar totalmente 
sobre a área neural (englobando bainha e/ou tecidos 
adjacentes), ou as fibras estarem cortadas obliquamente, 
ou ainda por problemas quanto à coloração (depósitos 
homogênios de azul de toluidina), a “janela” em questão 
foi substituída pela sua sucessora na mesma linha. Caso 
esta nova “janela” já 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 observação 
comportamental destes animais se encontram apresentados 
na Tabela 1. Os pontos obtidos por cada rato relativos 
à movimentação das vibrissas e ao fechamento da rima 
ocular foram somados e realizamos a média dos dois ani-

Tabela 1. Resultados da observação comportamental dos animais.

Observação das Vibrissas

Grupo rato D01 D07 D14 D21 D28 D35 D42 D49 D56 D63

1 SEM I 0 1

1 SEM XII 0 1

3 SEM VII 0 1 1 2

3 SEM VI 0 1 1 1

5 SEM IV 0 1 1 2 2 2

5 SEM X 0 1 1 2 2 2

7 SEM V 0 1 1 2 2 2 2 2

7 SEM VIII 0 1 1 2 2 2 2 2

9 SEM IX 0 1 1 2 2 2 3 3 3 3

9 SEM XI 0 1 1 2 2 2 2 2 2 2

Observação da Rima Ocular

Grupo rato D1 D7 D14 D21 D28 D35 D42 D49 D56 D63

1 SEM I 0 1

1 SEM XII 0 1

3 SEM VII 0 1 1 3

3 SEM VI 0 1 1 1

5 SEM IV 1 1 1 2 3 4

5 SEM X 0 1 1 3 3 4

7 SEM V 1 1 1 3 4 4 4 5

7 SEM VIII 0 1 1 3 3 4 5 5

9 SEM IX 0 1 1 3 4 4 4 5 5 5

9 SEM XI 0 1 1 3 4 4 5 5 5 5

TOTAL (Somatória da observação das Vibrissas e da Rima Ocular)

Grupo rato D1 D7 D14 D21 D28 D35 D42 D49 D56 D63

1 SEM I 0 2

1 SEM XII 0 2

3 SEM VII 0 2 2 5

3 SEM VI 0 2 2 2

5 SEM IV 1 2 2 4 5 6

5 SEM X 0 2 2 5 5 6

7 SEM V 1 2 2 5 6 6 6 7

7 SEM VIII 0 2 2 5 5 6 7 7

9 SEM IX 0 2 2 5 6 6 7 8 8 8

9 SEM XI 0 2 2 5 6 6 7 7 7 7

mais pertencentes a cada grupo, confecionando o Gráfico 
1. Neste, podemos inferir uma recuperação temporal dos 
animais ao longo das nove semanas de observação clínica. 
Análises estatísticas não foram realizadas por termos uma 
amostra de apenas dois animais por grupo, mas nota-se 
uma clara tendência de recuperação clínica, saindo de 
uma média de 2 pontos no grupo 1SEM para 7,5 pontos 
no grupo 9SEM. Uma “linha de tendência” foi calculada e 
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inserida no mesmo para facilitar a percepção deste fato.
Apresentamos as 12 fotos obtidas para cada um 

dos animais (Figuras 1 a 12). Utilizando estas imagens 
na análise histológica qualitativa, podemos notar que no 
grupo 0 SEM (Figuras 1 e 2) observamos a presença de 
fibras regulares, de forma circular, distribuídas homoge-
neamente por todo o campo. No grupo 1 SEM (Figuras 3 
e 4) notamos a quase que total ausência de fibras mieli-
nizadas, sendo que na Figura 4 notamos um depósito do 
corante em parte do campo observado. No grupo 3 SEM, 
observando a Figura 5 (rato VII), notamos a presença de 
fibras mielinizadas de pequeno diâmetro agrupadas em 
algumas áreas do nervo; já 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 “retração” 
do material, o que impossibilitou uma análise qualitativa; 
já na Figura 7, observamos uma acentuação da presença 
de pequenas fibras mielinizadas por toda a área neural. 
Nos grupos 7 SEM (Figuras 9 e 10) e 9 SEM (Figuras 11 e 
12), essa presença vai se acentuando ainda mais, já com 
algumas fibras “grandes”, semelhantes ao grupo 0 SEM, 
sobretudo na Figura 12 (rato IX).

Gráfico 1. Médias de recuperação clínica após transecção e sutura 
do nervo facial.

Figura 1. Microscopia do tronco do nervo facial sem lesão (RATO II)

Figura 2. Microscopia do tronco do nervo facial sem lesão (RATO 
III)

Figura 3. Microscopia do tronco do nervo facial após 1 semana de 
transecção e sutura (RATO I)

Figura 4. Microscopia do tronco do nervo facial após 1 semana de 
transecção e sutura (RATO XII); e simulação de “máscara” de contagem 
de fibras mielinizadas.
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Figura 5. Microscopia do tronco do nervo facial após 3 semanas de 
transecção e sutura (RATO VII)

Figura 6. Microscopia do tronco do nervo facial após 3 semanas de 
transecção e sutura (RATO VI)

Figura 7. Microscopia do tronco do nervo facial após 5 semanas de 
transecção e sutura (RATO IV)

Figura 8. Microscopia do tronco do nervo facial após 5 semanas de 
transecção e sutura (RATO X)

Figura 9. Microscopia do tronco do nervo facial após 7 semanas de 
transecção e sutura (RATO V)

Figura 10. Microscopia do tronco do nervo facial após 7 semanas de 
transecção e sutura (RATO VIII)
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Figura 11. Microscopia do tronco do nervo facial após 9 semanas de 
transecção e sutura (RATO XI)

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

Na análise histológica quantitativa, tivemos proble-
mas em duas imagens. Na Figura 4, devido ao depósito 
de corante já relatado anteriormente, foi necessária a 
“mudança” de três das nove janelas sorteadas para a rea-
lização da contagem. Na Figura 8, a “retração” do material 
impossibilitou também a análise quantitativa do mesmo. 
Apresentamos os dados da análise 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 número de fibras mielinizadas, sendo que 
no grupo 7 SEM obtivemos valores muito próximos ao 
grupo 0 SEM, sendo este suplantado no grupo 9 SEM. O 
Gráfico 2 ilustra o fato. Aqui também não foram realizadas 
análises estatísticas por termos uma amostra de apenas 
dois animais por grupo.

Procurando observar a correlação entre os resulta-
dos da observação clínica e da contagem de fibras mieli-
nizadas, apresentamos a Tabela 3 e o Gráfico 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 análise já 
que não obtivemos uma análise histométrica do mesmo, 

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

GRUPO RATO TOTAL RATO MÉDIA GRUPO

0 SEM II 17 13 14 17 16 12 13 11 14 127
111,5

0 SEM III 12 9 9 9 10 11 14 11 11 96

1 SEM I 0 1 0 1 0 0 1 1 0 4
2,0

1 SEM XII 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

3 SEM VII 1 9 4 7 2 9 4 6 16 58
30,5

3 SEM VI 0 1 0 0 2 0 0 0 0 3

5 SEM IV 10 6 3 12 3 2 9 13 6 64
64,0*

5 SEM X \ \ \ \ \ \ \ \ \ \

7 SEM V 16 15 15 11 7 10 15 12 11 112
108,0

7 SEM VIII 10 18 12 12 14 3 13 9 13 104

9 SEM IX 14 13 8 8 10 12 9 12 8 94
121,0

9 SEM XI 17 18 17 18 19 14 16 15 14 148
* dado relativo apenas ao rato IV

Gráfico 2. Médias de contagem de fibras mielinizadas.
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Tabela 3. Correlação entre resultados de contagem das fibras mieli-
nizadas e pontuação da observação comportamental.

RATO XII VI I VII IV IX VIII V XI

GRUPO 1S 3S 1S 3S 5S 9S 7S 7S 9S

Contagem de 
fibras

0 3 4 58 64 94 104 112 148

Pontuação clínica 2 2 2 5 6 8 7 7 7

Gráfico 3. Correlação entre resultados de clínica e contagem de 
fibras.

como já relatado. Em seguida listamos seus resultados na 
observação clínica e notamos uma correlação 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 pontuação clínica. Já nos grupos 7 SEM e 9 SEM, 
uma maior contagem não indicou um melhor resultado 
clínico diretamente proporcional.

DISCUSSÃO

O estabelecimento de um paradigma experimental 
de lesão do NF é o passo inicial e fundamental para o es-
tudo da ação de possíveis fatores neurotróficos. Apesar de 
concordarmos que ainda não há um modelo experimental 
perfeito12, este deveria apresentar as características míni-
mas de ser prático e facilmente reprodutível, permitindo 
a análise temporal e objetiva do processo de regeneração 
neural. Diversos animais se prestam ao estabelecimento 
de modelos experimentais para estudos sobre o NF, como 
o gato2, o coelho13, o hamster14, o camundongo15, o “gui-
nea pig”16 e o porco17. Optamos por utilizar o rato Wistar 
porque, além de ser um animal já utilizado em estudos 
semelhantes na literatura18-25, é facilmente obtido no bio-
tério desta Instituição, tem um manejo relativamente fácil 
podendo ser mantidos em gaiolas coletivas, é facilmente 
anestesiado e o animal com paralisia facial não apresenta 
grande morbidade para se alimentar, mesmo quando esta é 

bilateral12. Optamos por padronizar o modelo com animais 
do sexo masculino porque há relatos sobre a influência 
do gênero na regeneração neural, sendo naturalmente 
maior em fêmeas de hamster14, e para que não houvesse 
necessidade de controle do ciclo hormonal dos animais. 
A anatomia do NF extratemporal do rato também já está 
descrita na literatura, sendo que o seu tronco, de aproxi-
madamente 6mm, é fácil e constantemente acessado por 
uma incisão retroauricular simples, variando em menos 
de 2,1% em contagens de fibras mielínicas seriadas, não 
sofrendo influencias quanto ao peso e idade do animal12,26. 
Quanto às desvantagens deste animal, citariamos o fato 
do tronco do NF do rato ser monofascicular, o que difere 
do ser humano12, além da pequena expressão de mímica 
facial deste animal, o que dificulta o estabelecimento de 
escalas visuais de recuperação de motricidade.

Uma vez estabelecido o animal, procuramos esco-
lher o tipo de lesão neural. Diversos estudos vem utilizan-
do o “esmagamento” do NF8,21,27,28, porém optamos pela 
secção completa do mesmo por se tratar de uma lesão 
mais reprodutível já que é sempre grau V na classificação 
de Suderland17,18. Na reparação de uma lesão completa 
do NF poderíamos optar por utilizar tubos de silicone, 
bastões de colágeno, cola de fibrina, fáscia temporal ou 
enxertos livres neurais ou de músculo1,2,7,13. Optamos pela 
sutura epineural, pois além de ser bem estabelecida na 
literatura12,16,18,19,20,24,25,29,30, ela reproduz melhor a correção 
cirúrgica realizada em nervos de seres humanos31, sendo 
relativamente fácil a obtenção de um bom alinhamento 
e com pouca tensão dos cotos com apenas 1 ponto, no 
caso do rato1,7.

Diversos métodos para avaliar a regeneração neural 
em animais já foram propostos. Escalas comportamentais
8,28,32,33, análises eletrofisiológicas2,10,19,32, análises de fibras 
musculares19,20,29, análises de núcleos centrais18,19,21-23,30,34-36 e 
análises de axônios2,10,16,19,31-33 já foram utilizadas na literatu-
ra. Optamos por realizar uma análise comportamental por-
que esta não reflete apenas um aspecto anatômico e sim 
o aspecto primordial da regeneração que é a recuperação 
da funcionalidade do movimento facial37. Outros autores, 
utilizando estudos de lesão do NF em roedores já haviam 
utilizado escalas clínicas de observação do movimento 
de vibrissas, em muito semelhantes ao nosso8,28. Procu-
rando incrementar a análise comportamental, associamos 
a observação do fechamento da rima ocular baseado na 
experiência de outros autores com animais como o gato2. 
Porém é inegável que esta medida comportamental tem 
um grande componente de subjetividade e menor repro-
dutibilidade. Optamos então por associar uma avaliação 
histométrica, por microscopia óptica das fibras mielinizadas 
do axônio, que além de ser a mais utilizada na literatura, 
apresenta um custo aceitável16,19,31,32,37-39. Algumas limita-
ções desta técnica merecem destaque. Ela não permite 
aferir a presença de fibras amielínicas - só visibilizadas 
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por microscopia eletrônica, metodologia ainda de alto 
custo para aplicação em grandes séries13,37 - e não avalia 
o diâmetro e espessura da bainha mielínica, quesitos que 
seriam interessantes para acompanhar a regeneração. 
Tentamos avaliar estes dois últimos quesitos através de 
análises automatizadas de áreas capturadas por sistemas 
de matizes de cores, porém os dados não se mostraram 
reprodutíveis e confiáveis, pois existe grande dificuldade 
em conseguir corar a mielina com um tom específico, 
problema já relatado por outros autores37.

Uma vez estabelecido o modelo, passamos a discus-
são de nossos resultados comparados às observações de 
outros autores na literatura. Quanto à escala de observação 
comportamental, obtivemos resultados que demonstraram 
uma recuperação temporal da movimentação facial, o 
que corresponde bem ao resultado de outros autores que 
utilizaram modelos semelhantes em roedores27,28. Em uma 
escala máxima de 10 pontos, nossos animais estabelece-
ram uma recuperação de 50% da função entre a 3ª e a 5ª 
semanas e de 75% na 9ª semana, quando encerramos o 
experimento. O fechamento da rima ocular nos pareceu 
o parâmetro mais precoce e facilmente observável para 
esta análise, enquanto o retorno do movimento das vi-
brissas foi mais lento. Essa observação coaduna com a 
de outros autores que ressaltam ser o retorno parcial do 
“blink reflex” o sinal mais precoce de recuperação neural 
em roedores28.

Quanto à nossa análise qualitativa da histologia, 
observamos o surgimento de pequenos grupamentos de 
fibras mielinizadas, sobretudo após a 3ª semana, processo 
intensificado nas semanas seguintes, acompanhado de 
um aumento no diâmetro das mesmas, sobretudo na 7ª e 
9ª semanas. Esta observação encontra correspondente na 
literatura em trabalhos com ratos em NF19,33 e em nervo 
ciático38-40, nos quais os autores evidenciam um aumento 
gradual em número e diâmetro das fibras mielinizadas 
ao longo da regeneração neural. Isto seria o reflexo do 
processo inicial de brotamento múltiplo de fibras do coto 
proximal que invadem o coto distal e que ao longo do 
tempo vão aumentando em diâmetro, refletindo uma maior 
capacidade de condução neural. O tempo em que inicia-
mos a percepção da regeneração neural também coaduna 
com as observações clássicas já descritas na literatura, onde 
a degeneração walleriana se completaria em torno da 2ª 
semana e o surgimento do brotamento das fibras do coto 
proximal e o início da “invasão” do coto distal, em torno 
do 10º dia1,7,41.

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

mielínicas ao longo do processo de regeneração38-40. O 
fato da contagem da 9ª semana suplantar a do grupo 
controle (OSEM), ao nosso ver é decorrente do menor 
diâmetro que as fibras deste grupo apresentam em relação 
ao controle, fibras as quais seriam mais “imaturas” que as 
de maior diâmetro. Tanto isto nos parece verdade, que o 
rato IX-9SEM (Figura 9), que foi o que apresentou maior 
semelhança qualitativa de fibras em relação ao grupo O 
SEM, e também uma melhor pontuação clínica, 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 comparação estatística entre eles 
não se mostraria adequada.

Quando comparamos os resultados de nossa aná-
lise de comportamento clínico e histométrico (Gráfico 3), 
podemos observar que uma maior pontuação clínica é 
acompanhada por uma maior contagem de fibras, sobre-
tudo até um “platô” constituído pelos animais dos grupos 
7SEM e 9SEM, onde a contagem permanece ascendente e 
a melhora clínica praticamente se estabiliza. Essa “disso-
ciação” mais tardia entre os dois parâmetros de regenera-
ção neural, que ocorreu nas últimas semanas, nos parece 
decorrente de dois fatos. Primeiro, que nossa escala de 
avaliação clínica é um tanto que limitada, já que como 
ressaltamos anteriormente, o rato não nos oferece uma 
expressão facial com movimentos muito refinados dispo-
níveis para a mesma. Segundo, que um aumento apenas 
em número das fibras não necessariamente reflete uma 
melhora da função final de movimentação, fato também 
já ressaltado na literatura1,7,37,42.

CONCLUSÃO

Concordamos que não existe um paradigma expe-
rimental perfeito para o estudo da recuperação de lesão 
do NF, porém acreditamos ter estabelecido um método 
adequado através de análises comportamental e histo-
métrica.
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