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ARTIGO ORIGINAL

ORIGINAL ARTICLE

Regeneracao pos-traumatica do
nervo facial em coelhos

Heloisa Juliana Zabeu Rossi Costa’, Ciro Ferreira
da Silva?, Gustavo Polacow Korn’, Paulo Roberto
Lazarini*

Resumo

A paralisia facial periférica traumadtica constitui-se em
afeccio freqiiente. Objetivo: estudo da regeneracao pos-
traumatica do nervo facial em coelhos, por avaliacio fun-
cional histolégica dos nervos traumatizados comparados aos
normais contralaterais. Metodologia: Vinte coelhos foram
submetidos 2 compressiao do tronco do nervo facial esquerdo
e sacrificados ap6s duas (grupo AL), quatro (BL) e seis (CL)
semanas da lesao. A comparacdo entre os grupos foi feita
pelas densidades total e parcial de axdnios mielinizados.
Estudo Estatistico: método de Tukey (p <0,05). Resultado:
Houve recuperacio funcional parcial apés duas, e completa
apos cinco semanas. Na andlise qualitativa, verificou-se em
AL um padrio degenerativo, com maior processo inflamatorio
tecidual. Em BL, sinais de regeneracao neural, praticamente
completa em CL. Os nervos normais (N) apresentaram DT
média de 15705,59 e DP média de 21800,75. O grupo BL
revelou DT média de 10818,55 e DP média de 15340,56 e o
CL, DT média de 13920,36 e DP média de 16589,15. BL obteve
68,88%, e o grupo CL, 88,63% da DT de N. N mostrou DP
maior que os lesados; porém, esta nao evidenciou diferenca
estatistica entre BL e CL. A DT dos nervos revelou-se um
método analitico mais fidedigno do que a DP estudada.

Posttraumatic facial nerve
regeneration in rabbits

Palavras-chave: coelhos, facial, nervo, regeneracio.
Keywords: rabbits, nerve, facial, regeneration.

/ Summary

Posttraumatic facial paralysis is a frequent disease. This
work studies posttraumatic regeneration of the facial nerve
in rabbits. Functional and histological analysis compared
injured and normal nerves on opposite sides. The left facial
nerve trunk of twenty rabbits were subjectedto compression
lesion, and sacrificed after two (subgroup AL), four (BL) and
six (CL) weeks. Comparison between groups was made by
analysing total and partial densities of myelinated axons.
Statistical analysis: Tukey Method (p<0.05). Results: There
was partial functional recovery after two weeks, and complete
recovery after five weeks. Qualitative analysis demonstrated
a degenerative pattern in the AL group, with an increased
tissue inflammatory process. Evident regeneration signs were
observed in the BL group, and almost complete regeneration
was seen in the CL group. Normal nerves (N) had an average
TD of 15705.59 and average PD of 21800.75. The BL group
had an average TD of 10818.55 and an average PD of
15340.56. The CL group had an average TD of 13920.36 and
an average PD of 16589.15. The BL group had an average TD
of N equal to 68.88%, and the CL group had an average TD
of N equal to 88,63% (statistically significant). N showed a
significant higher PD than injured nerves. However, this was
not statistically different between BL and CL subgroups. Nerve
DT was a more reliable method than PD in this study.
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INTRODUCAO

A paralisia facial periférica traumatica (PFPT) € uma
afeccdo frequiente na atualidade em decorréncia do alto
nimero de acidentes automobilisticos, atropelamentos,
ferimentos por projéteis de arma de fogo'.

O tratamento para os casos de seccao completa do
nervo facial tem sido aprimorado com o desenvolvimento
de técnicas de reparo neural microcirirgico. Porém, nas
lesdes incompletas do nervo, a terapéutica € clinica e de-
pende da pesquisa de novas drogas ou de métodos que
auxiliem no processo de regeneracao neural®.

Na busca do modelo mais adequado para pesqui-
sa experimental de substancias sistémicas que atuem na
regeneracao pos-traumadtica do nervo facial, encontra-se
na literatura grande diversificacio metodolégica (espécies
animais, sitio e método de lesao, tempo de evolucio, e
meios de andlise funcional e histologica).

Existe um modelo experimental padronizado para
pesquisas em nervo periférico com a utilizacao de nervo
ciatico de ratos®'?; porém, o nervo facial nao responde 2 re-
paracio de modo semelhante aos nervos periféricos'.

E importante estudar a regeneracio especifica do
nervo facial, e nao apenas transpor resultados de pesquisas
em nervos periféricos para as lesoes deste nervo crania-
no. Nao existem trabalhos na literatura em que se tenha
realizado a contagem do ndmero de axOnios mielinizados
do tronco do nervo facial em coelhos na avaliacio da
regeneracao neural.

O objetivo deste trabalho € o estudo da regenera-
¢ao pos-traumatica do nervo facial de coelhos, por meio
de avaliacao funcional da movimentacio da face e por
andlise histologica qualitativa e quantitativa do nervo facial
traumatizado comparado ao nervo facial normal.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido e aprovado pela
Comissio de Etica Médica para procedimentos em animais
de experimentacao da Santa Casa de Sao Paulo, protocolo
n2 69.

Realizou-se lesao por compressao do tronco extra-
temporal do nervo facial esquerdo de 20 coelhos adultos
machos jovens da raca Nova Zelandia, pesando em média
2000g (1800 a 2500g). Apos 2, 4 € 6 semanas do trauma,
fez-se o sacrificio dos animais e a resseccao bilateral do
tronco extratemporal do nervo facial para estudo histolo-
gico. De cada animal, analisou-se o nervo obtido do lado
lesado - segmento distal a lesao (subgrupo L) - e o nervo
facial contralateral nao lesado (subgrupo N).

Obtivemos os seguintes grupos para analise:

N= normais, obtidos apds duas, quatro e seis se-
manas

AL= lesados, obtidos apds duas semanas

BL= lesados, obtidos apds quatro semanas

CL= lesados, obtidos apoés seis semanas

Os animais foram anestesiados com Zoletil® (clori-
drato de tiletamida, cloridrato de zolazepam, 0,4mg/kg)
e Inoval® (citrato de fentanila e droperidol, 0,3mg/kg)
intramuscular. Procedeu-se a tricotomia na regiao cervical,
antissepsia e assepsia. Realizou-se incisao arciforme na
pele da regido cervical esquerda, do processo mastoideo
a metade do corpo mandibular, seguindo-se a exploracio
do nervo no espaco anatomico compreendido entre o arco
da mandibula e o processo mastoideo (Figura 1a e 1 b).

Apo6s o isolamento do tronco extratemporal do
nervo facial, realizou-se lesao por compressio, aproxi-
madamente a 0,2cm de sua emergéncia no forame esti-
lomastéideo, com ping¢a microcirirgica (Dietrich bulldog
clamp - Codman®, com for¢a de preensao de 150g). A
pinca foi mantida na posicao de esmagamento transversal
do nervo por 60 segundos’.

Os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
alimentados com ra¢io padrio e dgua ad libitum, em
condi¢oes ambientais adequadas.

Decorrido o periodo de 2, 4 ou 6 semanas apoés a
lesao do nervo, procedeu-se a resseccao do nervo facial
para estudo histologico e o sacrificio do animal. A aneste-
sia e 0s passos iniciais de exploracio do nervo seguiram
a mesma técnica empregada para sua lesao. Procedeu-
se a fixacdo do nervo in situ ainda com o animal vivo
(profundamente anestesiado) com glutaraldeido 2% e
paraformaldeido 1%, tamponado com tampao de fosfato
de sodio 0,1molar a pH=7,3. Os animais foram sacrificados
por injecao intracardiaca de cloreto de potissio, e retirou-
se a porcao neural do local do esmagamento até 0,5cm
distal a este (biselou-se a parte distal do fragmento para
identificacao).

Executou-se a pos-fixacio do material em dsmio a
2%, desidratacao (banhos gradativos de etanol), infiltracao
com 6xido de propileno e inclusio com resina Epoxi© até
a polimerizacao. Foram feitos cortes transversais de 1m de
espessura, corados com azul de toluidina a 1%.

Estudo Histolégico

A observaciao histolégica foi efetuada por micros-
copia de luz, com microscépio da marca Nikon modelo
Eclipse E 600. As laminas foram fotografadas com a cimera
fotografica digital da marca Nikon modelo Coolpix E 955,
gravadas em CD e transportadas para o computador, uti-
lizando-se o software Sigma Scan Pro 5.0, especifico para
contagem celular.

Na andlise qualitativa, foram observados os seguin-
tes parametros: arquitetura geral do nervo, padrio de
organizacao tecidual e grau de remielinizacao.

Fez-se avaliacio quantitativa do nimero de fibras
mielinicas do nervo facial lesado na drea distal a lesio,
e também do nervo facial normal (contralateral). Foram
realizados: a) contagem total do nimero de axénios, b)
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Figura 1a. Tronco extratemporal do nervo facial esquerdo de coe-
Iho.

contagem de axdnios por campo (4 campos homogéneos
de 1000X), ¢) medida da area total de corte transversal do
nervo, d) medida da drea parcial de corte transversal do
nervo (4 campos de 1000X).

Os valores obtidos na andlise histologica quantitati-
va possibilitaram o cdlculo de densidade total dos axonios
(ndmero total de axdnios dividido pela drea total de corte
transversal do nervo), bem como o calculo de densidade
parcial (contagem de axdnios por campo dividida pela
area parcial de corte transversal do nervo).

Avaliacao Funcional

A avaliacao clinica foi procedida de acordo com
o método utilizado por Jones (1993)*, semanalmente.
Eram observados os seguintes parimetros: tonicidade e
movimentacao da musculatura facial, reflexo de piscar e
movimentac¢ao das vibrissas do lado acometido comparado
com o lado normal. Tais fatores eram quantificados de +
a +++ (- = ausente).

Estudo Estatistico

Os dados relativos a densidade foram submetidos a
avaliacio estatistica pela andlise de variancia seguida por
comparacdes multiplas pelo método de Tukey (dados de
densidade transformados em log), sendo um valor p menor
ou igual a 0,05 aceito como significativo.

Figura 1b. Tronco extratemporal do nervo facial esquerdo de coelho
(ampliado).

RESULTADOS

Dois coelhos morreram entre o 3° e 52 dia pés-ope-
ratorio por motivo ignorado, e um nervo foi excluido do
estudo por ma qualidade do material histologico obtido.
Todos os outros animais mantiveram-se saudaveis durante
o estudo, nao tendo sido observada infeccao da ferida
cirdrgica, nem a presenca de Ulceras neuro-distroficas.

Avaliacao Clinica Funcional
Os parametros de recuperacio funcional encon-
tram-se esquematizados no Quadro 1.

Quadro 1. Parametros de recuperacao funcional dos coelhos estu-
dados.

Musculatura Movimentos Reflexo Queda pavilhdo
facial vibrissas de piscar auricular
1a.
- - - +++
semana
2a.
+ + +++ ++
semana
5a. +++ +++ +++ -
semana
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Analise Histologica Qualitativa

Os nervos analisados eram compostos por um a
cinco fasciculos, envoltos por epineuro com células de
perfil fusiforme.

Nos nervos normais, os axonios eram regularmente
arranjados e de didmetros similares. A mielina era densa,
sem deterioracao. As células de Schwann eram bem distri-
buidas, e seus ntcleos celulares praticamente idénticos em
forma e tamanho. O perineuro apresentava-se como uma
condensacio de tecido conjuntivo frouxo (Figura 2 e 3).

Figura 2. Corte histolégico corado com azul de toluidina 1% de nervo
facial normal de coelho(50X).

Figura 3. Corte histolégico de nervo facial normal de coelho
(1000X).

Os nervos lesados de duas semanas apresentaram
epineuro e perineuro menos espessos, quando compara-
dos ao nervo normal, dentro dos quais observou-se peque-

na quantidade de axénios mielinizados (em sua maioria,
em fase inicial de mielinizacao). A bainha de mielina
que envolvia os axOnios era fina, e estes apresentavam
um diametro bem menor do que num nervo normal. O
estroma era pouco denso, com pequena quantidade de
fibras coldgenas. Observou-se neoangiogénese moderada
(Figura 4 e 5).

Figura 4. Corte histoloégico de nervo facial apés duas semanas de
lesao (50X).

Figura 5. Corte histolodgico de nervo facial apés duas semanas de
lesao (1000X).

Nos nervos lesados de quatro semanas, evidenciou-
se a presenca de maior nimero de axoénios mielinizados
e seu grau de mielinizacao, embora variavel, era também
superior em relaciao ao identificado no tempo de sobrevida
de duas semanas. Os didmetros axonais eram maiores, as
bainhas de mielina mais espessas, porém foram observa-
dos axo6nios ainda de forma irregular e didmetros variados
(correspondendo a diferentes graus de mielinizacao).
As células de Schwann, em maior quantidade, tinham
nucleos pequenos e densos e tamanhos inconsistentes.
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Observou-se maior quantidade de fibroblastos do que nos
nervos normais e lesados de duas semanas. Havia intensa
neoangiogénese; e maior densificacio do estroma quan-
do comparados aos nervos lesados de duas semanas. O
epineuro e perineuro encontravam-se bem mais espessos
do que nos nervos normais (Figura 6 e 7).

Figura 6. Corte histolégico de nervo facial apds quatro semanas de
lesao (50X).

Figura 7. Corte histolégico de nervo facial apds quatro semanas de
lesao (1000X).

Nos nervos lesados de seis semanas, observou-se
nitido aumento na compactacao dos elementos celulares
e fibras coldgenas no interior dos fasciculos, maior dia-
metro axonal, bainhas de mielina mais espessas, axénios
de caracteristica mais homogénea e contorno proximo ao
regular. Verificou-se menor quantidade de vasos sangiii-
neos e epineuro mais fino em rela¢ao aos nervos lesados
de quatro semanas, além de menos fibroblastos e células
de Schwann (Figura 8 e 9).

Figura 8. Corte histolégico de nervo facial apds seis semanas de
lesdo (50X).

Figura 9. Corte histolégico de nervo facial ap6s seis semanas de
lesao (1000X).

Anélise Histoldégica Quantitativa

Os nervos de duas semanas foram excluidos da
analise por baixa casuistica. Nao se deu continuidade ao
estudo do grupo AL por dificuldade em se quantificar os
axonios.

A Tabela 1 representa os valores de média e desvio
padrio do ndmero total de axdnios, nimero parcial de
axOnios, area transversal total do nervo e area transversal
parcial do nervo nos grupos N, BL e CL.

A Tabela 2 e a Figura 10 demonstram a densidade
de ax6nios mielinizados em relacao a area total dos nervos
estudados nos grupos N, BL e CL.

Na comparacao entre os grupos, com relacao a
densidade total (axdnios/mm?), os nervos normais (4 e 6
semanas) apresentaram uma densidade maior que os lesa-
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Tabela 1. Dados neurais morfométricos obtidos dos nervos faciais
extratemporais normais (grupo N) e lesados - grupos BL (4 semanas)
e CL (6 semanas) - de coelhos, correspondentes a média e desvio
padrao.

Grupos N (n=15) BL (n=8) CL (n=8)
No. Total axénios 7783,60 =+ 6678,75 + 7469,63 +
' 588,98 672,66 472,03

. - 478,67 = 332,13 =
No. Parcial axénios 28,88 21,92 415 + 28,34
Area total (mm2) 502574 + 618298,1 + 539598,3 +
73747,05 62712,68 61357,98
Area parcial (mm2) 22158,8 + 21675,25 = 252415 =
P 2404,35 715,96 2468,60

Tabela 2. Densidade de ax6nios mielinizados em relagédo a area total
dos nervos faciais extratemporais normais (grupo N) e lesados(grupos
BL e CL) dos coelhos estudados.

Nervo Densidade total(axénios/mm?2) %
N (n=15) 15705,59 = 1894,07* 100
BL (n=8) 10818,55 = 630,20* 68,88
CL (n=8) 13920,36 = 914,36* 88,63

*Valores correspondentes a média e desvio padrao
Densidade Total
20000
18000 -
o 16000 4
£ 14000 - T
£ 12000 4
8 10000 -
‘E 8000
‘® 6000 -
® 4000 A
2000 A
0 T T
N BL CL
Grupos

Figura 10. Densidade total de axénios mielinizados em relagao aos
diferentes grupos (N=normal; BL= lesado com 4 semanas; CL=
lesado com 6 semanas).

dos, e a densidade dos nervos lesados com seis semanas
mostrou-se maior do que dos lesados com quatro semanas.
O grupo BL obteve 68,88% da densidade do grupo N, e
o grupo CL, 88,63% da densidade do grupo N (Tabela 2).
Todos os dados foram significativos estatisticamente.

A Tabela 3 e a Figura 11 apresentam a densidade de
axdnios mielinizados em relagao a area parcial estudada
(4 campos de 100X).

Comparando-se a densidade parcial (ax6nios/mm?2),
o padrio grifico observado foi semelhante. Os nervos nor-
mais mostraram uma densidade significativamente maior
que os lesados. Porém, n2o houve diferenca estatistica en-
tre os nervos lesados com quatro e seis semanas. O grupo

BL apresentou 70,37% da densidade do grupo N e o grupo
CL, 76,10% da densidade do grupo N (Tabela 3).

As densidades parcial e total entre os nervos nor-
mais com quatro e seis semanas nio foram diferentes
estatisticamente. Deste modo, pdde-se agrupi-los no
grupo N.

Tabela 3. Densidade de axdnios mielinizados em relacéo a area parcial
(4 campos de 1000x) dos nervos faciais extratemporais normais (grupo
N) e lesados (grupos BL e CL) dos coelhos estudados.

Nervo Densidade parcial (axdnios/mm2) %
N (n=15) 21800,75 + 2339,85* 100
BL (n=8) 15340,56 + 1175,85* 70,37
CL (n=8) 16589,15 + 2069,06* 76,10
*Valores correspondentes a média e desvio padrao
Densidade Parcial
30000
25000 -
N
€ 20000
E T
% 15000 - 1L
‘e
0
% 10000 -
5000
0 T T
N BL CcL
Grupos

Figura 11. Densidade parcial de axdnios mielinizados em relagao
aos diferentes grupos (N=normal; BL= lesado com 4 semanas; CL=
lesado com 6 semanas).

DISCUSSAO

Utilizou-se o coelho como animal de experimen-
tacdo com base em estudos anteriores, que verificaram
uma cromatolise marcante e uma recuperacio completa
dos neurbnios em poucas semanas apos lesdes neurais
por compressio, em contraste com camundongos, que
apresentaram reacdo axonal poés-traumadtica atipica®'*%.
As caracteristicas anatdmicas do nervo facial do coelho
assemelham-se as do ser humano®*.

O tronco do nervo facial foi o local de escolha para
a lesao por apresentar menor variacao anatdmica compara-
tivamente com seus ramos'’ e por sua maior proximidade
ao neurdnio nutriente, portanto, maior velocidade de
regenera¢ao em relacio a por¢des mais distais®; também
possibilita avaliacao clinica da fun¢io, sem a necessidade
de aparelhos sofisticados.

Observa-se que os sinais de recuperacao funcional
da movimentacao da face, em nosso estudo, ocorrem
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nas primeiras semanas de evolucao em concordan-
cia com outros autores, que utilizaram metodologia
semelhante®!52,

O mecanismo usado em nosso trabalho para produ-
zir a lesao por compressao foi previamente estabelecido
por Cai et al. (1998)°, cujo método determina uma lesao
grau II na classificacio de Sunderland (1978)¥. Evitou-se
um modelo com seccio e sutura por possibilidade de dife-
rengas na técnica cirdrgica e grande nimero de sincinesias
interferirem nos resultados®.

A anilise histologica com contagem do nimero de
axonios mielinizados, método amplamente utilizado na
literatura mundial em coelhos, ratos, hamsters, é considera-
do pela maioria dos autores um método objetivo no estudo
da regeneracdo neural'®'8%% Porém, alguns definem uma
area neural constante'®* e outros comparam apenas o
numero total de axdnios dos nervos'®?.

Neste estudo compararam-se as densidades de
nimero de axOnios em relacao a drea total do nervo, e
também em uma drea parcial neural definida. Nao ha re-
lato na literatura onde se realizou contagem dos ax6nios
do tronco do nervo facial em coelhos, nio existindo pa-
rametros em relacao aos nimeros absolutos observados.
Na andlise comparativa entre a contagem total do nimero
de axOnios e a contagem parcial, a total mostrou-se mais
fidedigna entre os nervos lesados de quatro e seis semanas.
A contagem parcial €, sem duvida, mais pratica, embora
deva-se lembrar que hi possibilidade de se analisar uma
area menos afetada pela lesio, o que poderia influenciar
os resultados obtidos.

Cai et al. (1998)° realizaram andlise neural qualitativa
para comparacao histologica entre varios tipos de lesao
neural. Tal andlise detectou apenas o aspecto geral do
tecido estudado, com relacao a conservacio da estrutura
anatdmica e grau de processo inflamatorio apos lesao, sem
quantificar o grau de degeneracao e regeneracio.

Neste estudo associou-se tal método a anilise
quantitativa. Assim obteve-se niao s6 a qualidade do
tecido neural regenerado, como também aferiu-se com
maior precisao a quantidade de regeneracio em relacao
ao tempo.

Baseando-se em estudo anterior, que inferiu a re-
lacdo entre fibras mielinicas e amielinicas de acordo com
o tempo de evolucio da lesao, resolveu-se verificar no
presente trabalho os intervalos deste processo regenerati-
vo, em seu inicio aproximado (duas semanas) e em dois
periodos evolutivos (quatro e seis semanas)".

Em seis semanas, observou-se praticamente 90% de
axOnios mielinizados nos nervos lesados em relacao aos
nervos normais (quase todo o processo regenerativo). Isto
¢ muito importante para o estudo de drogas que interfe-
rem na regeneracao neural. Sabendo que, neste modelo,
o processo de regeneracio se inicia aproximadamente
em duas semanas, apos degeneracao significativa; e que

apos quatro semanas ha regeneracao parcial e, apds seis
semanas, regeneracao praticamente total, saber-se-4, ao
utilizar uma droga sistémica, em qual periodo do processo
haveri interferéncia de tal fator.

CONCLUSOES

Apds um trauma por compressio, no tronco do
nervo facial extratemporal de coelhos, observou-se perda
da atividade da musculatura facial, que teve recuperacio
parcial apés duas semanas e completa apos cinco sema-
nas da lesao.

Na andlise histologica qualitativa do tronco do nervo
facial extratemporal, observou-se com duas semanas de
lesao um padriao degenerativo axonal com um processo
inflamatério tecidual mais intenso. Apés quatro semanas
da lesao, foram observados sinais evidentes de regene-
racao do tecido neural, a qual se tornou quase completa
apos seis semanas da lesdo neural. Na andlise histologica
quantitativa, os nervos faciais normais apresentaram uma
densidade axonal transversal total maior que os lesados e a
densidade dos nervos lesados com seis semanas mostrou-
se maior do que dos lesados com quatro semanas.

Os nervos normais mostraram uma densidade
axonal transversal parcial significativamente maior que os
lesados. Porém, nao houve diferenga estatistica entre os
nervos lesados com quatro e seis semanas. A densidade
axonal transversal total do nervo revelou-se um método
analitico mais fidedigno para estudo da regeneracao neural
do que a densidade axonal parcial nas lesoes traumaticas
de tronco extratemporal do nervo facial de coelho.
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