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Intratemporal facial nerve ultrastructure in patients with
idiopathic facial paralysis. Viral infection evidence study

Ultraestrutura do nervo facial intratemporal em pacientes com paralisia facial idiopdtica: estudo de
evidéncias de infeccdao viral
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Luiz Calié 5, Ricardo dos Santos Simoes ¢, José Ricardo Gurgel Testa ’

Keywords: Abstract

facial paralysis,

facial nerve, I
he etiology of idiopathic peripheral facial palsy (IPFP) is still uncertain; however, some authors

suggest the possibility of a viral infection. Aim: to analyze the ultrastructure of the facial nerve seeking
viral evidences that might provide etiological data. Material and Methods: We studied 20 patients
with peripheral facial palsy (PFP), with moderate to severe FP, of both genders, between 18-60 years
of age, from the Clinic of Facial Nerve Disorders. The patients were broken down into two groups
- Study: eleven patients with IPFP and Control: nine patients with trauma or tumor-related PFP. The
fragments were obtained from the facial nerve sheath or from fragments of its stumps - which would
be discarded or sent to pathology exam during the facial nerve repair surgery. The removed tissue
was fixed in 2% glutaraldehyde, and studied under Electronic Transmission Microscopy. Results: In
the study group we observed an intense repair cellular activity by increased collagen fibers, fibroblasts
containing developed organelles, free of viral particles. In the control group this repair activity was
not evident, but no viral particles were observed. Conclusion: There were no viral particles, and
there were evidences of intense activity of repair or viral infection.

facial nerve diseases

)

bell palsy.

Palavras-chave: Resumo

doencas do

nervo facial, A

facial, etiologia da paralisia facial periférica idiopatica (PFPI) ainda é uma incégnita, no entanto, al-
paralisia de bell, guns autores aventam a possibilidade de ser uma infec¢ao viral. Objetivo: Analisar a ultraestrutura
do nervo facial procurando evidéncias virais que possam nos fornecer dados etiolégicos. Material
e Método: Foram estudados 20 pacientes com PFP, com graus de moderado a severo, de ambos os
sexos, entre 18-60 anos, provenientes de Ambulatério de Distirbios do Nervo Facial. Os pacientes
foram divididos em dois grupos: Estudo, onze pacientes com PFPI e Controle, nove pacientes com
Paralisia Facial Periférica Traumdtica ou Tumoral. Foram estudados fragmentos de bainha do nervo
facial ou fragmentos de seus cotos, que durante a cirurgia de reparacio do nervo facial, seriam
desprezados ou encaminhados para estudo anatomopatologico. O tecido foi fixado em glutaraldeido
2% e analisado em Microscopia Eletronica de Transmissao. Resultado: Observamos no grupo estudo
atividade celular intensa de reparacao com aumento de fibras colagenas, fibroblastos com organelas
desenvolvidas, isentos de particulas virais. No grupo controle esta atividade de reparaciao nao foi
evidente, mas também nio foram observadas particulas virais. Conclusfio: Nao foram encontradas
particulas virais, no entanto, houve evidéncias de intensa atividade de reparacao ou infeccdo viral.

paralisia facial.
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INTRODUCAO

A paralisia facial periférica (PFP) acarreta nao sé
uma deformidade fisica, mas também alteracoes funcionais
e muitas vezes psicologicas, podendo levar os pacientes
a incapacidade social e profissional. A mais frequente
causa de PFP ¢ de origem idiopdtica, também chamada
de paralisia de Bell, e as outras etiologias sio as trauma-
ticas, tumorais, infecciosas, neurolégicas, congénitas e
iatrogénicas'®.

No tratamento da PFP, continua-se em divida quan-
to a eficicia das atuais medidas clinicas e/ou cirdrgicas,
ja que a evolucio natural da doenca em geral é bastante
benigna.*> Uma revisio da literatura do dltimo século so-
bre o tratamento da PFP idiopatica revela que, como sua
etiologia nio estd totalmente esclarecida, as opcodes de
tratamento sao controversas e variam intensamente’. A
meta para as futuras investigacdes deve ser a determinacao
conclusiva da causa da paralisia facial de cada paciente,
para que o tratamento possa ser baseado em informacoes
etiopatologicas precisas, aumentando com isto sua eficicia.

Uma das possibilidades etiologicas aventadas para
a PFP de Bell seria a de uma neurite viral facial, recente-
mente relacionada mais especificamente ao virus Herpes
simplex'™!. Apesar de experimentalmente podermos
reproduzir um quadro compativel com a PFP de Bell
através da inoculacio de virus em animais, ainda nao se
obteve comprovacao direta da mesma em humanos pela
demonstracio consistente das particulas virais em estudos
anatomopatolégicos ou isolamento de virus vidveis em
amostras neurais.

Este estudo teve como objetivo avaliar em nivel
ultraestrutural o nervo facial de pacientes com PFP idiopa-
tica através de fragmentos de bainha, biopsia de cotos ou
de seus ramos, procurando evidéncias de infeccao viral.

METODOS

O presente estudo foi inicialmente aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da instituicio onde foi re-
alizado sob o nimero 11/2005. Todos os pacientes do
presente estudo concordaram em participar da pesquisa e
assinaram o “Termo de consentimento livre e esclarecido”.

Participaram deste estudo 20 pacientes com PFP
provenientes de Ambulatério de Distirbios do Nervo Fa-
cial, que foram divididos em dois grupos, sendo: Grupo
estudo (G-PFP.D - formado por 11 pacientes com PFP
idiopatica ou “Paralisia de Bell”, que tiveram indicaciao de
tratamento cirdrgico e foram submetidos a cirurgia para
descompressao com abertura da bainha neural e, Grupo
Controle (G-PFP.T) - constituido por 9 pacientes com PFP
de origem traumadtica ou tumoral e que também receberam
tratamento cirtrgico.

Quanto ao critério de inclusao para a indicacao
cirdrgica devemos mencionar que os pacientes apresen-

tavam paralisia facial completa, com mais de 20 dias de
inicio e nao mais de 45 dias; com testes eletrofisiologicos
sem resposta (eletroneurografia e teste de Hilger inexci-
taveis). Ja quanto ao tempo apds a paralisia em que foi
realizada a cirurgia para melhor correlacio com os achados
ultraestruturais nos casos de paralisia idiopatica entre 20
e 45 dias ap6s o inicio do quadro de paralisia e nos casos
traumaticos ou tumorais todos eram casos de paralisia
cronica com mais de 6 meses de evolucio sem melhora.

Foram estudados 20 fragmentos de bainha do ner-
vo facial ou de seus cotos, que por ocasido da cirurgia
de reparacio da lesao do nervo facial seriam despreza-
dos ou encaminhados para estudo anatomopatolégico.
Fragmentos do tecido removido foram mergulhados em
solucio de glutaraldeido 2%, tampao fosfato 0,5 M e PH
7.2, pos-fixado em tetroxido de dsmio 1% por 1 hora e
mergulhados em solu¢iio aquosa de acetato de uranila 0,5%
por 12 horas. O material foi posteriormente desidratado e
embebido e incluido em resina (Polylite, Reichhold Resear-
ch Triangle Park, NC, USA). Os tecidos emblocados foram
adequadamente aparados e levados ao ultramicrétomo
Porter Blum MT-1, obtendo-se assim, cortes semi-finos,
com espessura aproximada de 0,5mm e corados pelo azur
de metileno. Os blocos dos cortes semifinos, selecionados
ao microscopio de luz, foram obtidos cortes ultrafinos,
com espessura variando de 40 a 80 nm que foram mon-
tados em telas de cobre com 200 malhas. Para contraste
utilizou-se acetato de uranila e citrato de chumbo'*". O
exame das telas e as micrografias eletronicas (ME) foram
realizados em microscopio eletronico de transmissao Carl
Zeiss, modelo EM 900 a 80 kV.

RESULTADOS

A andlise ultraestrutural de bidpsias de nervo facial
de pacientes com PFP idiopatica (GPFP.I) quanto do grupo
G-PFP.T mostrou na maioria dos campos estudados que os
nervos apresentavam-se constituidos por axénios mielini-
zados e nao mielinizados (Figura 1A, B, C e D), que por
sua vez estavam revestidos pelo endoneuro, perineuro e
epineuro. Tanto o perineuro quanto o epineuro estavam
formados principalmente por fibrilas coldgenas do tipo
I. Os axOnios estavam constituidos por neurofibrilas e
mitocondrias tipicas.

No grupo PFP.I tanto as células de Schwann que
revestem os axoOnios quanto a maioria dos fibroblastos da
matriz extracelular do tecido conjuntivo mostravam carac-
teristicas ultraestruturais de células em intensa atividade
de sintese, sendo seus nicleos volumosos e eucromaticos.
Neste grupo os axOnios visibilizados apresentavam-se
envoltos por células de Schwann, sendo que os mielini-
zados mostravam desorganiza¢ao do seu padriao lamelar
e descontinuidade de sua lamina basal (Figura 1C). Os
fibroblastos mostravam citoplasma com grandes prolon-
gamentos ricos em organelas de sintese tais como: reticulo
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endoplasmadtico granular e mitocondrias (Figura 1E).

Nos preparados de pacientes do grupo PFP.T
(traumdtica ou tumoral) um dos achados foi o encontro
de alguns axonios com irregularidades estruturais. Nos
cortes transversais, esses axdnios mostraram-se achatados
e revestidos por lamelas de mielina desarranjadas (Figura
1B). Ja algumas células de Schwann apresentam citoplasma
com lisossomos e mitocondrias com sinais de cristlise
(Figura 1D). O endoneuro, perineuro e epineuro estao
constituidos por fibroblastos com caracteristicas de célu-
las com baixa atividade de sintese, mostrando citoplasma
reduzido, nucleos heterocromdticos e poucas organelas
de sintese (Figura 1F). Estas células encontram-se entre-
meadas por grande concentracao de fibrilas de colageno,
particularmente do tipo 1.

Em nenhum dos dois grupos estudados, tanto ES-
TUDO quanto CONTROLE, foi identificada a presenca de
particulas virais.

Figura 1. Micrografias eletronicas mostrando partes de nervos faciais
intratemporais de individuos com paralisia facial idiopatica (A, C e E)
e sem paralisia facial (B,D e F). Observar em 1A axdnios mielinizados
(A) e amielinicos (Aa), em 1C descontinuidade da bainha de mielina
(Seta) e, em 1E fibroblasto tipico indicando intensa atividade de sintese
(m=mitocondrias). Em 1B observar axénio (A) revestido por lamelas
de mielina desarranjadas (Seta). Em 1D célula de Schwann contendo
mitocondrias (m) com sinais de cristélise. Em 1F fibroblasto com nicleo
heterocromético (N) indicando baixa atividade de sintese. A,Be C =
12.000X; D, E e F = 24.000X.

DISCUSSAO

O estudo histologico do nervo facial em paralisias
faciais iniciou-se em 1869 com uso da microscopia de
luz (MO) por Moxon, e pouco tempo depois, em 1882,

foram observadas degeneracdes nos axdnios e na bainha
de mielina distalmente a partir do ganglio geniculado,
principalmente no segmento mastoideo do nervo facial,
também com uso do MO por Minkowski. Degeneracoes
dessas estruturas neurais, sO que observados a microscopia
eletrdnica, foram confirmados em nosso estudo tanto no
grupo controle como do grupo estudo, como também ji
demonstrado por outros autores>*+1.

Comparando nossos resultados do grupo estudo
com os da revisao de literatura podemos fazer as seguintes
consideracoes: encontramos fibroblastos em intensa ativi-
dade, edema, proliferacao de células de Schwann, como
também o observado em estudo histologico do nervo facial
de um paciente com PFP!. Os mesmos autores sugerem
que as modificacdes inflamatorias e o edema encontrados
nesse caso com PFP poderiam ser compativeis com uma
etiologia viral. Porém, no processo de regeneracio nor-
mal do nervo facial também hd o aumento do ndmero de
organelas celulares.

O grupo estudo apresentou presenca de fibroblasto
na maioria dos cortes histologicos estudados com inimeras
organelas, mostrando-nos que estivamos diante de células
em intensa atividade de sintese. Essas células estavam
também rodeadas por grande quantidade de fibrilas de
coldgeno entremeadas por espacos eletrotranslucentes,
sugestivo de edema. Esses aspectos sdo tipicos de uma
célula reagindo a um processo inflamatorio.

Neste estudo comparativo procuramos evidéncias
virais nos nervos dos pacientes com paralisia de Bell (gru-
po estudo) e nos pacientes com paralisia facial tumoral
ou traumaticas (grupo controle), porém nao foram vistas
particulas virais em nenhum fragmento.

Em estudos histologicos post-mortem em PFP
idiopdatica demonstrou-se infiltrados de células inflamato-
rias no nervo, destrui¢io da bainha de mielina e edema
importante, compativel, segundo os autores, com uma
infeccao viral, ou mesmo com uma reacio imunological0.
Nosso trabalho apresentou resultados semelhantes no
grupo estudo onde demonstramos uma atividade celular
intensa de reparacio, com aumento de fibroblastos ativos,
devido a presenca de organelas desenvolvidas, que apesar
de isentos de particulas virais, poderiam ser sugestivos de
infeccio viral, como relatado anteriormente.

No grupo controle esta atividade de reparaciao nio
era evidente e também nio foram observadas particulas
virais. Achamos parte do nervo com estrutura neural nor-
mal mesmo em paralisia cronica onde o individuo tinha
uma lesao neural funcional completa com eletromiografia
sem resposta.

Em nosso estudo encontramos degeneraciao de
fibras mielinicas nos dois grupos, indo de encontro com
outros estudos que avaliaram o nervo corda do timpano e
petroso maior obtido durante cirurgia de descompressao
do nervo facial™.
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N2o podemos deixar de lembrar que também tive-
mos dificuldades técnicas no manejo do nervo facial. Obter
bons fragmentos do nervo facial para andlise histologica
durante a cirurgia normalmente constitui uma rara e ar-
dua tarefa. Isto devido ao relativamente baixo ndmero de
cirurgias que permitem o mesmo, ao artefato produzido
no processo de extracio e ao fato do “tamanho da peca”,
pois o tecido normalmente é muito pequeno. Isto dificultou
um pouco o método deste trabalho, fato também descrito
por outros autores!'*1°,

Quanto a nossa falha na identificacao de particulas
virais, foi sugerido que a PFP idiopdtica ¢ uma infeccio
herpética, onde o virus estaria dentro do ganglio'. Duran-
te a fase de proliferacio, os corpos celulares do ganglio
seriam agredidos e ocorreria a paralisia. Entao, se o virus
encontra-se dentro do ganglio, poderiamos nio encontra-
lo em fragmentos de bainha, cotos ou ramos. Esta seria
mais uma possibilidade para justificar a auséncia de par-
ticulas virais em nossas amostras, somando-se as outras ji
discutidas, tais como uma insuficiéncia técnica de nosso
método ou mesmo a nao ocorréncia de uma etiologia
viral na PFP de Bell.

CONCLUSOES

Nao foram encontradas evidéncias consistentes de
infeccao viral (particulas virais) em pacientes com para-
lisia facial periférica Idiopdtica, ndo obstante terem sido
identificadas evidéncias inflamatérias nao patognomonicas,
sugestivas de infec¢ao viral.
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