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RESUMO

Nascimento SB. Sutura quimica por polietilenoglicol na regeneracdo do nervo
facial em ratos apos neurotmese [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2017.

INTRODUGCAO: O nervo facial (NF) desempenha um papel importante em
diversas funcdes fisioldgicas do organismo e controla a musculatura da mimica
facial, responséavel por transmitir sentimentos e emoc¢des. O tratamento padrédo-
ouro para reconstrucéo do NF apds trauma com seccado é a anastomose término-
terminal com cola de fibrina, que na maioria dos casos ainda produz resultados
subotimos. Por isso, objetivou-se testar o efeito de uma nova técnica de
reconstrucdo usando um protocolo de fusado axonal por polietilenoglicol (PEG),
denominada sutura quimica, utilizando parametros eletrofisiolégicos e
histomorfométricos. METODOS: Ratos Wistar foram divididos em 4 grupos.
Apos transeccdo do ramo mandibular do NF, o grupo controle foi submetido a
anastomose dos cotos neurais com microssuturas. O grupo 2 foi tratado com
microssuturas mais a sutura quimica. A sutura quimica consistiu de lavagem dos
cotos neurais com solucéo de Krebs hipotonica contendo azul de metileno antes
das microssuturas. Depois da sutura, seguiu-se a lavagem com solucédo de PEG
e, por ultimo, aplicacdo de solugéo de Krebs contendo calcio. O grupo 3 recebeu
microssuturas mais a solucdo com azul de metileno. E o grupo 4 foi tratado com
microssuturas mais a solucdo de PEG. Os potenciais de agdo musculares
compostos (PAMCs) foram avaliados no pré-operatério e apos 3 e 6 semanas
das intervencdes. A analise histomorfométrica foi realizada ap6s 6 semanas.
RESULTADOS: Os animais submetidos a sutura quimica apresentaram maior
amplitude e menor duracdo dos PAMCs 3 e 6 semanas ap0s a cirurgia em
comparacao com todos os demais grupos; na analise histologica, apresentaram
maior contagem axonal e maior didmetro axonal. CONCLUSOES: A sutura
guimica produziu recuperacao mais intensa do NF apds seccéo e sutura quando
comparada a sutura isoladamente, pela avaliacdo eletrofisiolégica e
histomorfométrica, e pode ser util em situacdes clinicas nas quais haja seccao
seguida de reparo neural imediato.

Descritores: nervo facial; polietilenoglicdis; regeneracéo nervosa, eletrofisiologia;
azul de metileno; célcio; ratos Wistar



ABSTRACT

Nascimento SB. Polyethylene glycol-fusion in facial nerve regeneration in rats
after neurotmesis [Thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo”; 2017.

BACKROUND: The gold standard treatment for traumatic transection of the FN
continues to be end-to-end anastomosis using fibrin glue, which often yields
unsatisfying results. OBJECTIVE: To test the outcome of a novel method of
polyethylene glycol (PEG)-fusion on FN transection using electrophysiological
and histophormometric parameters. METHODS: Wistar rats were divided into 4
groups. After FN transection, the control group was submitted to end-to-end
anastomosis with microsutures. Group 2 was submitted to microsutures plus the
PEG-fusion protocol. This protocol consisted in bathing nerve stumps with a
calcium-free Krebs solution containing methylene blue (MB) before suturing. After
suturing, the repaired nerve received a PEG solution followed by a calcium-
containing Krebs solution. Group 3 received microsutures plus the MB solution
and group 4 received microsutures plus the PEG solution. Compound muscle
action potentials (CMAPs) were recorded before the intervention and 3 and 6
weeks afterwards. Histomorphometric analysis was done at 6 weeks time.
RESULTS: The PEG-fusion protocol yielded larger CMAP amplitude, smaller
CMAP duration at 3 and 6 weeks and a larger axon count and axon diameter.
Between the other groups, no significant difference was seen. CONCLUSION:
PEG-fusion produces better FN recovery after transection, when considering
electrophysiological and histomorphometric analysis and may be of use in clinical
scenarios of FN cut-severance followed by immediate repair.

Descriptors: facial nerve; polyethylene glycol; nerve regeneration;
electrophysiology; methylene blue; calcium; Wistar rats



1 INTRODUCAO

O nervo facial (NF), sétimo nervo craniano, desempenha um papel
importante em diversas funcdes do organismo. No pescoco, inerva o0 musculo
estilo-hi6ide e o ventre posterior do musculo digéastrico; na face, € o grande
responsavel pela motricidade da musculatura da mimica, abertura da valvula
nasal, oclusdes palpebral e bucal, além de lubrificar e proteger a cornea com o
lacrimejamento. No ouvido, é responsavel pela eferéncia do reflexo estapediano
e sensibilidade da parede posterior do canal auditivo externo. Ja na cavidade
oral, por meio de suas fibras aferentes, responde pela sensibilidade gustativa
dos dois tercos anteriores da lingua e pelo controle autonémico das glandulas
exdcrinas (1-3).

No entanto, distarbios funcionais do NF ndo afetam apenas as funcbes
fisiolégicas mencionadas acima. A expressdo dos sentimentos através da
musculatura da mimica facial € uma das habilidades mais singulares dos seres
humanos (1). Portanto, a paralisia facial implica em perda, frequentemente
subita, da expressdo e da simetria facial e pode afetar também a psique do
individuo, provocando mudancas significativas na autoimagem e na interacao
social, interferindo no rendimento profissional e comprometendo a qualidade de
vida (4).

A paralisia facial periférica (PFP) foi descrita por Jackson e Von Doersten
como a mononeuropatia aguda mais comum do ser humano (5). Nao ha dados
estatisticos especificos do Brasil, porém, na literatura ocidental, estima-se que a

incidéncia de PFP esteja entre 12 a 30 casos por 100.000 habitantes (6,7).



Sua etiologia mais frequente € a idiopatica, sendo conhecida nesses casos
como PFP de Bell (1,8-11).

Cada vez mais frequentes no cotidiano, principalmente com o aumento da
violéncia e dos procedimentos cirlrgicos em cabeca e pesco¢o, 0s traumas
diretos ao NF correspondem a segunda causa mais comum de PFP. Fraturas do
0sso temporal, ferimentos por armas de fogo ou brancas, lesdes iatrogénicas
deliberadas ou acidentais séo alguns exemplos de traumas que podem causar
PFP (10,12,13). Ainda, segundo Bento et al. (1985), 43% das PFP s&o de origem
traumatica, das quais 57% apresentam perda de continuidade parcial ou total do
nervo (14).

Quando acometido, o NF pode apresentar, de acordo com a classificacao
de Sunderland (1968), cinco graus de lesdo: neuropraxia, axoniotmese,
endoneurotmese, perineurotmese e epineurotmese (15). A sec¢do completa do
NF (epineurotmese ou simplesmente neurotmese) desencadeia uma série de
modificacdes em toda a unidade motora. Essas modificagbes traduzem-se por
diminuicdo do diametro axonal no coto proximal, com o crescimento de brotos
axonais, enquanto o segmento distal invariavelmente sofre desintegracao e total
reabsorcdo por células de Schwann fagocitarias neoformadas (degeneracdo
walleriana) (1,2).

Quando o NF sofre neurotmese, os melhores resultados funcionais sao
obtidos com tratamentos cirdrgicos precoces, preferencialmente com
anastomose término-terminal dos cotos. Atualmente, o padr&o-ouro para
reconstrucdo de nervo facial apos seccao, aliando praticidade a eficiéncia, € o
uso de cola de fibrina, conforme trabalhos prévios de Bento et al. (3,16). Ainda

assim, os resultados funcionais sdo subotimos, mesmo na mao de cirurgides



experientes, e, em aproximadamente 75% dos casos ndo ultrapassam uma
gradacéo Ill na escala de House-Brackmann (16-18).

Apds uma seccao axonal, o restabelecimento da funcdo de barreira do
axolema € condicao necesséria para a sobrevivéncia da extremidade proximal e
posterior regeneracdo por brotamento. Tradicionalmente, achava-se que a
vedacéao da extremidade axonal ocorria por simples contracéo e colabamento da
membrana, com formacao de camada lipidica simples (19). Mdltiplas pesquisas
envolvendo seres portadores de axodnios gigantes, como as minhocas, lulas e
lagostins evidenciaram que, na verdade, apés uma seccédo total do nervo, a
extremidade aberta é ocluida por multiplas vesiculas oriundas da endocitose de
fragmentos da propria membrana plasmatica, ou, em alguns casos, produzidas
a partir da delaminacao da mielina. Em aproximadamente 60 min, a aglomeracéo
dessas vesiculas permite o restabelecimento da fungéo de barreira do axolema
(19-23).

O surgimento e aglomeracédo de tais vesiculas € um processo dependente
do influxo de Ca*2. A funcédo do Ca*? nesse contexto é de ativar uma série de
proteinas e enzimas envolvidas na fusdo de membranas biologicas, entre as
quais se destacam as calpainas (24,25).

Apesar dos processos acima terem sido inicialmente descobertos em
seres inferiores, posteriormente ficou comprovado que esse processo reparativo
manteve-se em seres filogeneticamente superiores, como 0os mamiferos (19,26).

Considerando isso, Bittner et al. (2012) obtiveram resultados
extremamente promissores na regeneracédo de nervos ciaticos de ratos com a
regulagdo da concentracdo de Ca?* associada a fatores antioxidantes e um

promotor de fusédo de membranas bioldgicas (o polietilenoglicol- PEG) apos uma



seccdo aguda (neurotmese) seguida de sutura simples imediata dos cotos
neurais (26).

A técnica descrita por Bittner e colaboradores (em inglés, PEG-fusion),
denominada doravante aqui por convencdo de sutura quimica, tem grande
potencial de utilizagdo também no nervo facial. Na pratica, as principais
situacdes de aplicabilidade seriam secc¢des abruptas de facial apos trauma,
cirargico ou ndo. As principais vantagens dessa técnica consistem em ser

facilmente exequivel e de muito baixo custo.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRIMARIO

Comparar funcionalmente, por eletroneuromiografia (ENMG), para avaliar
amplitude, laténcia e duracdo dos potenciais de acdo musculares compostos
(PAMCs), a regeneracdo do ramo mandibular do NF de ratos submetidos a
neurotmese e sutura simples com neurotmese e sutura simples associada a

sutura quimica precoces.

2.2 OBJETIVO SECUNDARIO

Comparar histologicamente, através de estudo quantitativo a fim de
avaliar diametro e quantidade de axénios mielinizados, a regeneracdo do ramo
mandibular do NF de ratos submetidos a neurotmese e sutura simples com

neurotmese e sutura simples associada a sutura quimica precoces.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O MODELO ANIMAL

Existem véarios modelos animais experimentais do NF, envolvendo
cobaias, camundongos, primatas ndao humanos, cdes, gatos e ratos, dentre
outros (3,27-33). Obviamente, qualquer modelo animal apenas aproxima-se do
comportamento do NF submetido a condi¢cbes patoldégicas em humanos (33). De
qualquer modo, de todos esses, tém-se destacado os modelos envolvendo ratos,
por apresentarem facil manuseio e manutencdo, resisténcia a infeccbes e
intervengdes, e baixo custo, além de pardmetros anatébmicos, metabdlicos e de
desenvolvimento bem descritos (2,27).

E comum encontrar na literatura estudos com os nervos ciatico, tibial e
fibular do rato, devido ao seu facil acesso cirurgico, reduzida morbidade para o
animal quando se estuda mais de um tronco nervoso ao mesmo tempo e
mecanismos de analise  funcional, histolégica, anatbmica e
eletroneuromiografica amplamente estudados (26,33-35). No entanto,
resultados experimentais mais fidedignos podem ser obtidos com a investigacao
do proprio facial. Além disso, mais ainda que em outros nervos periféricos,
intervencdes sobre o NF sdo bem toleradas pelos ratos, apresentando minima
morbidade (27,36) .

Anatomicamente, uma vantagem comum a todos os roedores reside na
passagem do facial abaixo e ndo no interior da glandula parétida, facilitando a

disseccdo (36). Além disso, o trajeto longo e superficial, de facil acesso e



visualizavel através da pele, do ramo mandibular do NF torna-o propicio a
intervencoes (2,28,36).

Especificamente no rato, a principal diferenca anatbmica, que se constitui
em desvantagem, em relagdo ao facial de humanos, consiste na intensa
anastomose entre os ramos terminais do nervo, o que faz com que seja
necessario disseca-los e cortar as anastomoses para permitir a experimentacao
com ramos isolados (2,28).

Outro ponto que deve ser mencionado € a maior rapidez e intensidade da
regeneracao neural em ratos em relacdo ao homem, tornando mais dificil a
comprovacéo de resultados de qualquer método que se proponha a potencializa-
la (27,37).

Em relagéo ao sexo dos animais utilizados, a esmagadora maioria de
experimentos publicados utiliza animais do sexo masculino. Apesar de néo haver
estudos conclusivos sobre a influéncia de hormonios gonadais na regeneragéo
do facial, € fato conhecido que eles tém acao trofica sobre o tecido neural. Sabe-
se também que o ciclo estral de ratos Wistar é de quatro dias e caracteriza-se
por variacbes marcantes dos niveis de estradiol sérico. Dessa forma, ratos
fémeas estariam sujeitas a variacbes no crescimento e regeneracdo do facial
dificeis de serem quantificadas na pratica (27,38,39) .

Na prética, as lesdes neurais resultantes de trauma em seres humanos
mais frequentemente ocasionam sec¢ao neural completa, o que torna modelos
que utilizam a seccdo completa do facial mais apropriados e condizentes, em

oposicao a modelos que utilizam lesdes do tipo esmagamento (32,40).



3.1.1 ANATOMIA, HISTOLOGIA E FISIOLOGIA DO NERVO

FACIAL DE RATOS

A semelhanca do que ocorre em seres humanos, o NF dos ratos emerge
do forame estilomastoideo na porcao lateral do cranio. Assim que emerge,
origina o nervo auricular posterior e, logo a seguir, o cervical posterior. Ap0s um
trajeto de aproximadamente 6 mm divide-se em seus principais ramos: temporal,
zigomatico, bucal, mandibular e cervical. Essa regido de ramificacdo geralmente
encontra-se superior e medial ao ramo facial posterior da veia jugular externa,
Gnica responsavel pela drenagem venosa da regido cefalica do rato. Dessa
forma, para melhor expor a origem dos ramos terminais do NF, essa veia deve
ser ligada ou cauterizada, também evitando perda sanguinea desnecessaria

(36).

ApOs sua origem, todos os ramos do facial correm abaixo da fascia
superficial que recobre os musculos faciais. O ramo mandibular entéo dirige-se
anteriormente cruzando a metade inferior do musculo masseter. Nessa
topografia, durante um trajeto de 10 a 12 mm, ele ndo se ramifica, é superficial
e de facil identificacdo (28,36) (Figura 1). ApOs esse comprimento, divide-se em

ramos que irdo inervar as fibras musculares do labio inferior e superior (36,41).

Histologicamente, o tronco do NF de ratos Wistar € monofascicular,
apresentando em torno de 4650 axdnios, com minima variagédo entre animais (da
ordem de 5%). Dentro do tronco principal, ndo ha separacao por tecido conectivo
perineural até que os ramos macroscopicos também sejam visiveis, o que difere

dos seres humanos, nos quais, mesmo no tronco do facial, os axdnios que iréo



formar os diferentes ramos ja se encontram agrupados por um perineuro comum
(15,36). Tal fato pode acarretar possiveis diferencas na regeneracdo desse

nervo entre roedores e humanos (36) .

A média do numero total de axdnios do ramo mandibular, por sua vez, foi
de 1862 (desvio padrao de 359) em investigacao realizada por Mattox e Felix
(36). Segundo os mesmos autores, a densidade axonal varia de 0,18- 0,19

axonios/um? (42).

Figura 1- Fotografia evidenciando ramos mandibular (seta vermelha) e bucal do nervo facial
direito de rato Wistar. Reproduzido com permisséo de: Costa HJZR, Salomone R, Silva CF, Costa
MP, Ramos BL, Bento RF. Quantitative histological analysis of the mandibular branch of the facial
nerve in rats. Acta Cirurg Bras 2012. 27(11): 747-50.

A porcdao infratemporal do NF de ratos é puramente eferente e motora, a
semelhanca do que ocorre em seres humanos. Apenas 0 nervo auricular
posterior, que deixa o tronco principal assim q ele emerge do forame

estilomastoideo, contém axdnios sensitivos (36,43).
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3.1.2 AVALIACAO FUNCIONAL DA REGENERACAO DO NERVO

FACIAL

Em 1977, Esslen e Fisch descreveram a ENMG no nervo facial de
humanos, considerada até hoje o mais fidedigno e objetivo método de avaliacéo

de prognostico da PFP (1,3,11).

Em 1987, Mattox e Felix, no trabalho classico que descreveu os principais
parametros da anatomia do NF de ratos, foram pioneiros em realizar ENMG com
registro dos PAMCs com eletrodos de estimulacdo no tronco do facial, no ramo
bucal e no ramo mandibular de ratos, sem, contudo, especificar ou padronizar

varios parametros essenciais ao exame (36).

Variaveis como idade, temperatura corporal, anatomia, tipo e localizacéo
exata dos eletrodos, intensidade e frequéncia de estimulos e filtros utilizados

necessitam ser padronizados para gerar uniformidade na ENMG (28,44).

Além disso, para efeito de comparacdo de resultados de ENMG, o
estimulo utilizado deve ser sempre 0 supramaximo, ou seja, aquele a partir do
qual aumentos na intensidade ndo produzem aumentos no potencial de acéo,
garantindo, assim, que os PAMCs registrados sejam 0s maiores capazes de

serem gerados por aquele nervo (28,30,45).

Em 2012, Salomone et al. padronizaram um modelo eletrofisiologico de
avaliacdo da regeneracdo do NF em ratos que é, a0 mesmo tempo, pratico,
pouco invasivo e de grande reprodutibilidade. Nesse modelo, eletrodos de
agulha sdo colocados na pele, imediatamente acima do trajeto do ramo

mandibular do NF de ratos, visto por transparéncia. O eletrodo de captacédo €
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posicionado a 2 mm, e o de estimulacdo, a 22 mm do labio inferior. O registro

dos PAMCs é sempre feito com o estimulo supraméximo (28).

O grande debate que existe na avaliacdo do facial em ratos, hoje, é a
necessidade da realizacdo de um avaliagdo funcional comportamental. Muitos

esforcos tém sido realizados nesse sentido por diferentes grupos (27,46).

No passado, foram propostas varias escalas de quantificacéo subjetiva de
parametros comportamentais para avaliar parametros como a simetria facial ou

a movimentagéao de vibrissas em ratos (27,47).

Os métodos mais recentes surgiram com o intuito de conferir mais
objetividade as avaliagGes. Dessa forma, Hadlock et al. (2007) propuseram um
método de fixacdo da cabeca que permite avaliacdo de movimento de vibrissas
com auxilio de um sistema computadorizado. As desvantagens de seu método
Sao a pouca praticidade, o risco de infec¢des do sistema de fixacédo (parafusos
de titanio inseridos no cranio do animal) e a necessidade de um aparato

tecnoldgico pouco acessivel (29,46).

Em 2015, Huang et al. publicaram um método videografico de
monitorizacdo que dispensa 0 uso de fixacdo da cabeca. Com o0 uso de uma
camera de video e um software de analise de imagens, foi realizada a marcacéo
de algumas vibrissas e seus movimentos quantificados. Além dos recursos
tecnoldgicos necessarios, o método retrocedeu em termos de objetividade, uma

vez que os parametros analisados sdo marcados pelo examinador (48).



12

3.1.3 AVALIACAO HISTOLOGICA DA REGENERACAO DO NERVO

FACIAL

Amostras histoquimicas de areas nervosas transversais podem ser
quantificadas com relacdo ao diametro do axdénio e da fibra, espessura e

densidade da mielina, nimero de axénios ou densidade axonal (30,42,49-52).

Segundo Mayhew e Sharma, em troncos nervosos monofasciculares,
como o ramo mandibular do facial, uma amostra randémica constituida por 8%
da area total da seccéo de um nervo fornece dados histolégicos tao precisos em
relacdo ao numero total de axénios e diametro médio das fibras axonais quanto
avaliar a totalidade das fibras mielinicas do nervo, com a vantagem obvia de

reducao significativa do tempo de medicéo (53).

Em 2012, Costa et al. padronizaram as medidas normais da quantidade
de axdnios, bem como do diametro axonal do ramo mandibular do NF de ratos
Wistar (42). Além disso, defendem que a analise qualitativa, embora subjetiva, €
uma interessante ferramenta quando aliada a andlise quantitativa, dando ideia

sobre a qualidade do tecido neural regenerado (42,50).

Apesar de ainda serem trabalhosos, os softwares (semi) automatizados
disponiveis atualmente tem facilitado a analise morfologica. A técnica digital
atual permite a contagem e medicéo das fibras mielinizadas a partir do software

de analise de imagem (30,51).

Ha muita divergéncia quanto ao parametro mais fidedigno do estudo
histolégico na representacdo da regeneracdo neuronal. Para Vasconcelos e

Gay-Escoda, o numero total de axbnios é o principal a ser levado em
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consideracao (54). Na visdo de May e Shaitkin, as variaveis fundamentais seriam
o diametro axonal, a medida do grau de mielinizacdo das fibras nervosas, e a
espessura e o comprimento da bainha de mielina (9). J& Miyamoto defende que

a medida histologica mais confidvel é a densidade da mielina (52).

Por outro lado, a histologia ndo fornece informacbes sobre a funcao
fundamental do nervo, ou seja, a conducéo do sinal elétrico. Existe concordancia
entre autores que 0s parametros histolégicos ndo necessariamente se traduzem
em melhora funcional. Outras desvantagens conhecidas séo: viés relacionado a
medic¢do, que em nenhum caso é completamente automatizada,; viés relacionado
a amostragem, ou seja, obliquidade do plano de seccéo e retracdo das margens
da fibra e outros vieses relacionados a técnica, a saber, encolhimento e distor¢céo

das células (27,42,53).

3.2 TECNICAS DE REPARO DO NERVO FACIAL

As tentativas mais precoces de reparo de lesdes de nervos periféricos de
gue se tem registro datam do século XlllI (8). No entanto, a primeira tentativa de
sucesso razoavel ocorreu com Bunnell em 1927, ao realizar uma sutura término-
terminal do facial intratemporal (27,55). O aumento do numero de lesdes neurais
gue ocorreu por ocasiao da Il Guerra Mundial estimulou grandemente a pesquisa
a respeito da regeneracdo de nervos periféricos, no entanto, até a atualidade,
nenhuma técnica conhecida traz resultados plenamente satisfatérios

(2,27,56,57).
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3.2.1 TECNICAS CIRURGICAS DE REPARO NEURAL

Especificamente em relacdo ao reparo cirargico do nervo facial, a
anastomose término-terminal continua sendo o padrdo ouro, podendo ser
realizada por cola de fibrina ou por suturas (8,57,58). Idealmente, ela seria
realizada livre de tenséo e imediatamente apds o dano, em cotos neurais frescos,
e com o nervo situado sobre um apoio (57). Quando a distancia entre os cotos é
demasiada, o0 estiramento ocasiona rarefacdo do perineuro, comprometimento
do suprimento vascular e aumento da atividade de fibroblastos com aumento do
tecido cicatricial, todos danosos a regeneracao neural, preferindo-se, nesses

casos, o0 uso de enxerto (57,59).

A cola de fibrina, constituida de derivados do plasma que promovem a
proliferacéo de fibroblastos, foi largamente pesquisada, desde a década de 40

(3,57,60,61).

Bento e Miniti, estudando o uso de cola de fibrina, suturas e simples
aproximacéao espacial entre cotos neurais do nervo facial intratemporal de gatos
constataram que, apesar de suturas e cola terem efeitos comparaveis em termos
histoldgicos e funcionais, eletrofisiologicamente, a cola de fibrina foi superior a
qualquer outro método usado (3). Posteriormente, 0s mesmos autores usaram a
cola de fibrina para promover anastomose de segmentos avulsionados do NF
pos-trauma em seres humanos. Nesse contexto, 0 uso da cola também mostrou-
se um método eficaz e tecnicamente simples, superando importantes desafios

da sutura, como a execucao em pequenos espacos e a necessidade de um
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treinamento cirargico especifico. Isso adquire especial importancia quando se

considera que:
- no trajeto do nervo facial predominam espacos bastante restritos;

- muitas vezes, apés traumas, o reparo tem que ser realizado por médicos

sem treinamento em microcirurgia,;

- € de especial interesse nos casos de trauma que o reparo neural seja

agil (16).

Os achados de Bento e Miniti foram corroborados por Bozrog et al. que
usaram cola de fibrina para anastomose de cotos do NF produzidos por cirurgias
de exérese tumoral, evidenciando facilidade de execucdo da anastomose no

angulo ponto-cerebelar (62).

Ap6és revisao sistematica de literatura, Sameem et al (2011) referiram que,
na maioria dos modelos animais pesquisados, a cola de fibrina isoladamente

teve desempenho igual ou superior a sutura (61).

Em relacéo a sutura, Wilgis (1991), Matsuyama (2000), Dvali (2003) e Kim
(2016), referem que as epineurais sdo as mais indicadas, por serem as que
menos comprometem a arquitetura habitual do fasciculo nervoso ou seu
suprimento sanguineo, e serem de mais facil e rapida execucéo (57,59,63,64).
Adicionalmente, o correto posicionamento da porc¢éo proximal e distal do nervo
de forma que haja correspondéncia entre fasciculos € primordial e pode ser
auxiliada por parametros existentes na superficie do epineuro, como vasos

sanguineos (59,63).

Lubiatowski (2008) descreveu uma variacdo da técnica de sutura

epineural que acelera a regeneragédo em nervo ciatico de ratos. Em seu método,



16

0 epineuro do coto distal é retraido em 2mm e os fasciculos neurais séo
amputados, de forma que o epineuro excedente pode ser usado para revestir o
coto proximal apoOs sutura simples. A explicagdo para 0 incremento na
regeneracao seria a criagcdo de um microambiente favoravel no interior do
espaco delimitado pelo epineuro do coto distal (65). Tal procedimento teria,
porém, a desvantagem teorica de dificultar o acesso de qualquer substancia
colocada nos cotos neurais para melhorar a reparacéo, caso da sutura quimica

detalhada adiante.

O numero ideal de pontos simples para unir 0s cotos neurais ndo é
consenso, mas diversos autores falam em n&o mais que 2 a 4, para minimizar
reacoes indesejadas ao fio de sutura e formacéo de tecido cicatricial excessivo
(26,57,59,65) . O fio mais apropriado para as suturas em nervos periféricos € o
mononylon, cujo niumero pode variar de 8-0 a 10-0, a depender do diametro do

nervo em questao (26,51,57,59) .

A sutura término-terminal de cotos neurais tem as desvantagens de
possiveis reacdes de corpo estranho ao fio e dano aos axénios causado por
manipulacdo intensa do nervo durante o processo ou pela agulha, além de néo
ser facilmente realizada em espacos pequenos (3,57,66). O uso da cola de

fibrina supera esses entraves (3).

Dito isso, € importante frisar que as melhores técnicas de reparo neural
apos neurotmese, ha mao de cirurgides experientes, ainda produzem resultados
insatisfatorios em muitos casos, traduzidos em aproximadamente 75% dos
casos, por uma gradacdo de, no maximo, House- Brackmann IIl (18). Devido a
iSso, mecanismos alternativos de aposi¢cado de cotos neurais avulsionados séo

alvo de continua pesquisa cientifica.
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Atualmente, o conceito vigente é que a possibilidade de uma neurorrafia
sem sutura usando material totalmente biocompativel seria o ideal, mas esbarra
em preocupac¢des com a forca da anastomose obtida e com possiveis reacfes

inflamatorias (57).

3.2.2 A SUTURA QUIMICA

3.2.2.1 Conceitos da regeneracdo de nervos aplicados a sutura

quimica e o papel do ion Ca*?

Os mecanismos envolvidos na regeneracdo axonal apés uma secgao ou
compressdo aguda sdo objeto de estudo ha mais de um século, com a
publicacdo, em 1913, de um tratado extremamente detalhista para os padroes
da época, por Ramony Cajal (67).

Apdés uma seccdo neural aguda, a porcdo proximal do axdnio pode
sobreviver e regenerar-se através de brotos axonais, sendo visto uma expansao
volumétrica associada a aumento do metabolismo celular (1,2), ao passo em
que a porcédo distal invariavelmente degenera em mamiferos, aves e reptéis
(57,68,69).

O primeiro a descrever a degeneracao que ocorre como consequéncia da
interrupgéo da continuidade do axolema foi Waller, em 1850, estudando o nervo
hipoglosso de sapos. Como consequéncia, esse fenémeno ficou conhecido com
degeneracéo walleriana (69,70). A degeneracao walleriana caracteriza-se pela
desintegracéo e reabsorcao total do segmento distal por células de Schwann

fagocitarias neoformadas. Na juncdo neuromuscular ha um aumento da
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liberacdo de acetilcolina e nas fibras musculares os nudcleos tornam-se
arredondados e centralizados, com aumento dos nucléolos e atrofia progressiva
(1,2).

Para sobreviver, a extremidade axonal proximal precisa ser capaz de
formar de forma relativamente rdpida uma barreira em sua extremidade aberta,
de forma a evitar mudancas toxicas na concentracéo de ions e macromoléculas
dentro do citoplasma. Claramente, esse processo precede qualquer esforgco de
regeneracao por parte do axénio (19,20,67).

Outros fatores cruciais, mas mais tardios, para a regeneragdo neural
incluem restabelecimento das funcdes axonais (tais como potencial de acéo
transmembrana e transporte de moléculas através do axolema) e reconexao as
células-alvo, constituidas, no caso do facial, por células musculares da face (20).

Segundo Fishman et al. (1990), logo apds uma secc¢ao aguda de axdnio
gigante de lula, aparecem, na extremidade axonal aberta, multiplas vesiculas
que tendem a veda-la. A origem dessas vesiculas, a época, nao ficou clara, mas
sua formacédo demonstrava ser dependente do influxo de ions Ca*? (71).

No comeco da década de 90, Xie e Barrett publicaram um estudo
realizado em cultura de neurénios hipocampais de rato. Ap6s uma transeccéao
aguda, hd um acumulo de vesiculas na extremidade neural proximal, cuja
formacdo é dependente do influxo de fons Ca*?. Ainda, de acordo com as
observacdes dos autores, o aumento da concentracao extracelular de calcio, até
certo ponto, promove a formacéo das vesiculas (25).

Lichstein et al. (1994), apd6s experimentos com axdnios gigantes de
minhocas e lulas determinaram que ha, apds uma seccao axonal, constricdo da

extremidade proximal aberta, permanecendo, entretanto, uma descontinuidade
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do axolema. Na sequéncia, ocorre a oclusdo dessa extremidade por dois
processos: migracdo de numerosas vesiculas formadas dentro do axoplasma e
surgimento de estruturas membranosas oriundas da delaminagdo da mielina.
Ambos o0s processos seriam dependentes de ions Ca*2. A vedacdo da
extremidade axonal aberta pelas vesiculas pode ocorrer tdo rapido quanto 60
min, mas em até 24 horas apds o0 evento inicial, as vesiculas e estruturas
membranosas desaparecem para ceder lugar a uma membrana plasméatica
continua. Em mais 24 horas, surgem brotos neurais a partir do axolema
restabelecido (19,20).

Eventos semelhantes foram observados em axo0nios gigantes de
lagostins, com a formacao de numerosas vesiculas no axoplasma que vedam as
extremidades ap6s uma ruptura aguda do axolema. Os autores defendem que
as vesiculas seriam oriundas do rearranjo de membranas de organelas
citoplasmaticas, notadamente o reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi,
da prépria membrana plasmatica e da delaminacdo da mielina (19).

O surgimento das vesiculas responsaveis pela vedacédo de extremidades
axonais lesionadas é um processo dependente do influxo de Ca*?. A funcdo do
Ca*? nesse contexto é de ativar uma série de proteinas e enzimas envolvidas na
fusdo de membranas biol6gicas, entre as quais se destacam as calpainas
(19,22,24) . Dessa forma, o Ca*? nédo s participa na formacéo das vesiculas
como também promove a ades&o entre as vesiculas e dessas com o0 axolema
(22,25,26,72).

Apesar dos processos acima terem sido mais amplamente estudados em
seres inferiores, existem evidéncias suficientes para estabelecer que esse

processo reparativo manteve-se em seres filogeneticamente superiores, como
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os mamiferos, gracas a experimentos realizados com neurdnios de ratos em
cultura, modelos de células neuronais de mamiferos ou nervo o ciatico de ratos
(22,71-74).

Segundo Yoo et al. (2004), experimentos com um modelo de célula
neuronal de mamiferos (B104, derivada de neuroblastoma de ratos) permitem
afirmar que, apés um periodo de tempo variavel de 20-60 min, axdnios
seccionados degeneram mesmo proximalmente se s&o incapazes de
estabelecer uma barreira no plasmalema. Nesse processo, o Ca*? teria funcdes
antagonicas: estimular calpainas e outras proteases, que, a0 mesmo tempo em
que promovem a fusdo de vesiculas e estruturas membranosas para
restabelecer a continuidade do axolema, também funcionam como gatilhos para
reacoes promotoras de morte neuronal particularmente se esse incremento no
Ca*? intracelular ocorrer nas proximidades do corpo celular. Dessa forma, se a
seccdo neural ocorre longe do corpo celular, o influxo de Ca*? através da
descontinuidade da membrana resultante ndo € suficiente para aumentar
significativamente a concentracdo do ion nas suas proximidades, e as chances
de sobrevivéncia do neurdnio sdo maiores. Com essas descobertas, afirmam
que esta explicado o motivo de sec¢cBes axonais que ocorrem nas proximidades

do corpo celular mais frequentemente levarem a morte neuronal (75).

3.2.2.2 O polietilenoglicol na fusdo de membranas biol6gicas

O polietilenoglicol (PEG) € um poliéter sintético, biodegradavel, solluvel
em agua e em muitos solventes organicos, representado pela formula quimica

da figura 2 (76).
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Figura 2- Férmula quimica do polietilenoglicol

Desde a década de 70, a capacidade do PEG de promover a fusao de
membranas bioldgicas tem sido amplamente utilizada em culturas de células

para processos de hibridizagéo (21,77-80).

Quando utilizado em fuséo celular, o PEG apresenta as vantagens de ser
capaz de unir células pertencentes a organismos muito diversos, de espécies ou

até mesmo reinos diferentes, com minima toxicidade (77).

Na década de 90, estudos envolvendo o mecanismo de acdo do PEG
propuseram que a desidratacdo provocada pelo polimero, que recruta agua do
ambiente, desestabiliza a fase aquosa das membranas lipidicas vicinais, e causa
mesclagem de seus elementos. Por ocasido da reidratacdo, as particulas

constituintes do plasmalema sao reorganizadas, agora, unidas (77,80,81).

Wojcieszyn et al. (1983) propuseram que, no processo de fuséo lipidica,
o PEG age duplamente: primeiro, promovendo o contato proximo entre as
membranas plasmaticas; segundo, levando a desestabilizacdo dessas
membranas, de forma que, no processo de reorganizagcdo, acabam sofrendo

mesclagem com consequente unido de seus elementos lipidicos (77).

A partir de 1986, Bittner e colaboradores comunicaram a fusdo bem-

sucedida de axbnios gigantes de minhocas e lagostins usando PEG. No caso
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dos axdénios de minhoca, apds seccao, as extremidades avulsionadas exibiram

fusdo com alta taxa de sucesso (80-100%) (21,82).

Em 1999, Shi et al. publicaram estudo no qual comprovam seccionamento
de axdnios da medula espinhal de cobaias in vitro, seguida de fusao dos cotos
axonais pelo PEG, com restauracdo do potencial de acdo. Pela primeira vez,

esse efeito foi observado em axénios de mamifero (81).

Ademais, o efeito do PEG de aproximar e vedar cotos axonais
avulsionados é muito rapido (ocorrendo em até 1s), e ocorre por mecanismo

independente da concentracédo de Ca*? (67).

Luo e colaboradores identificaram que o PEG, ao promover a fusdo
precoce de membranas axonais, tem acdo anti-inflamatoéria, diminuindo a
producédo dos radicais livre de oxigénio que se segue a lesao neural. O acumulo
dos radicais livres é um dos promotores da degeneracdo da fibra neural
consequente a neurotmese. Logo, além de promover a fusao axonal, o PEG cria

um microambiente favoravel a regeneracéo (83).

3.2.2.3 O papel do azul de metileno na fusdo de membrana

biolégicas

O azul de metileno (AM) foi primeiro sintetizado na Alemanha em 1876
para desempenhar a funcdo de corante na industria téxtil. Em 1891, foi
estabelecido que o composto também era capaz de corar e inativar alguns micro-
organismos, sendo empregado com sucesso no tratamento da malaria. Ao longo

dos anos, suas aplica¢cdes na medicina tornaram-se vastas, podendo ser citados
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o tratamento da metemoglobinemia e da encefalopatia por ifosfamida, o uso
como ferramenta diagnéstica para marcacéo de tecidos, como trajetos fistulosos,
por exemplo, e 0 uso como corante em preparacdes histolégicas, dentre muitas

outras (84).

A forma reduzida do AM é designada de leucoAM e apresenta-se sob a
forma de um pé transparente. Junto com o AM, o leucoAM forma um conjunto de
oxirreducao, que se difunde livremente pelas membranas celulares na forma
reduzida, e é oxidado dentro do citoplasma para a forma do AM, incapaz de

atravessar a membrana plasmatica (84).

Spaeth et al (2012) demonstraram que o evento de transec¢cao neuronal
estimula a oxidacao citosélica. Até certo ponto, essa oxidacdo promove a fusédo
das vesiculas que irdo reparar o dano da membrana plasmatica, conforme ja
discutido. Por interferir com esse processo, antioxidantes como AM e metionina
sdo capazes de retardar a fusdo de vesiculas necesséria ao restabelecimento

da funcéo de barreira do plasmalema (67).

Dessa forma, ap6s uma seccdo neural aguda realizada em células
derivadas de neuroblastoma ou do nervo ciético de ratos, a imersdo em solucéo
de Krebs livre de Ca*? adicionada de azul de metileno foi capaz de retardar o
processo de fusdo vesicular associada a vedacdo da extremidade neuronal
aberta (67). Para esse efeito, provavelmente concorreram nao so a deprivacao

de Ca*? como também as propriedades antioxidantes do AM.
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3.2.2.4 O procedimento de sutura quimica

Em 2012, Bittner et al publicaram o primeiro experimento em que, unindo
0s conhecimentos moleculares adquiridos com a investigacdo da regeneracéo
axonal as conhecidas propriedades do PEG sobre a fusdo de membranas
biologicas, estabeleceram um método capaz de promover a recuperacao
funcional imediata de nervos ciaticos de ratos submetidos a lesbes do tipo

seccao ou compressao seguida de avulséo (26) .

Nesse estudo, o nervo ciatico dos animais do grupo que recebeu o
tratamento integral era submetido imediatamente aos seguintes procedimentos
apos a injaria:

- aplicacéo de solucdo de Krebs sem Ca*? contendo azul de metileno ou

melatonina;

- sutura simples dos cotos com mononylon 10-0;

- aplicacdo de solucédo de PEG;

- aplicagéo de solucdo de Krebs contendo Ca*?.

Em relacdo aos animais do grupo controle, os animais tratados com a
fuséo por PEG (PEG-fusion), aqui denominada de sutura quimica, exibiram uma

recuperacdo funcional mais rapida, mantendo-se até 12 semanas apos 0O

procedimento (26,72).

Nesse contexto, a deplecdo de calcio no meio extracelular pela lavagem
com solucéo de Krebs isenta de Ca*?antes das suturas com fio funcionaria como
inibidora da formacéo de vesiculas e da vedacao do axolema enquanto estavam

sendo realizadas as suturas término-terminais (26,67). O azul de metileno
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também teria agido como inibidor da agregacdo das vesiculas, conforme

demonstrado em experimentos prévios in vitro (67,85).

Apés as suturas, a aplicagdo de solugédo de PEG promoveria a fusdo das
membranas dos segmentos neurais proximal e distal ja aproximadas pelos fios
de sutura. A seguir, a adicdo de solucdo contendo Ca*? restauraria a
concentracdo do ion a niveis adequados para permitir a formacéo de vesiculas

gue entdo vedariam quaisquer aberturas remanescentes no axolema (26,67,85).
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4 METODO

4.1 DESENHO DO ESTUDO E ASPECTOS ETICOS

Trata-se de estudo experimental, prospectivo, com animais.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina da Universidade de Séo Paulo (FMUSP), sob o nimero 414/12 em

27 de fevereiro de 2013 (Anexo 1).

Os ratos nao sofreram ferimentos ou procedimentos desnecessarios,
respeitando-se as normas éticas postuladas pelo Manual de Cuidados e
Procedimentos com Animais de Laboratério do Biotério de Producdo e

Experimentacdo da FCF-IQ/USP (86).

4.2 LOCAL E AMOSTRA DO ESTUDO

Os procedimentos foram realizados no Laboratério de Investigacdo
Médica (LIM 32) e no Laboratério de Habilidades Cirargicas da

Otorrinolaringologia da FMUSP.

Foram utilizados 32 ratos machos da ragca Wistar (Rattus novergicus),
adultos, pesando entre 250- 300g no inicio do estudo, fornecidos e mantidos pelo
Centro de Bioterismo da FMUSP. Ao longo de todo o experimento, os animais
foram mantidos em gaiolas com no maximo 3 individuos, em ambientes com

temperatura e umidade controlados e, exceto pelo jejum pré-operatorio de 4
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horas, receberam 4gua e racdo a vontade, trocadas diariamente na ocasiao da

limpeza das gaiolas.

4.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

No tempo zero (t 0), todos os animais foram anestesiados e submetidos a
avaliacdo neurofisiolégica através do teste de neuroconducdo motora do ramo
mandibular do nervo facial.

Ap6s o exame de eletroneuromiografia, os animais foram divididos

aleatoriamente em 4 grupos contendo 8 animais cada, sendo:

Grupo 1 (G1): Ratos submetidos a disseccao do ramo mandibular do nervo facial
direito, seguida de seccdo a 20 mm da rima labial e sutura simples término-
terminal dos cotos como mononylon 10-0, segundo técnica descrita por Bittner

et al. (2012), com 3 pontos de sutura em cada nervo.

Grupo 2 (G2): Ratos submetidos a disseccao do ramo mandibular do nervo facial
direito, seguida de sutura semelhante ao grupo 1, acrescida de sutura quimica,

com PEG e AM, segundo técnica descrita por Bittner et al. (2012).

Grupo 3 (G3): Ratos submetidos a dissec¢ao do ramo mandibular do nervo facial
direito, seguida de seccdo a 20 mm da rima labial e sutura semelhante ao grupo

1, acrescida de solucéo de AM.
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Grupo 4 (G4): Ratos submetidos a dissecc¢ao do ramo mandibular do nervo facial
direito, seguida de seccdo a 20 mm da rima labial e sutura semelhante ao grupo

1, acrescida de solucdo de PEG.

Passadas 3 e 6 semanas dos procedimentos cirlrgicos, os animais foram
submetidos novamente a avaliacao funcional por teste de condugao nervosa. Ao
final das 6 semanas, apos a ENMG, os NFs operados foram colhidos para a
andlise histoldgica e os animais foram sacrificados por injecao intracardiaca de
KCl a 10% enquanto estavam anestesiados.

Na figura 3 esta representada a cronologia do experimento.

—

INiclO 3 SEMANAS 6 SEMANAS
1. ANESTESIA 1. ANESTESIA 1. ANESTESIA
2. ENMG 2. ENMG 2. ENMG
3. CIRURGIA 3. SACRIFiCIO
Q |
ANALISE
HISTOLOGICA

Figura 3- Representacdo esquematica da cronologia experimental.



29

4.4 AVALIACAO DA NEUROCONDUCAO MOTORA

A avaliacdo de neuroconducdo motora utilizada seguiu o protocolo
descrito anteriormente por Salomone et al (2012), empregando a ENMG (28).

A saber, apds anestesia com a aplicacdo intraperitoneal de hidrato de
cloral a 10% (400mg/kg), os animais receberam dipirona (50mg/kg) e penicilina
cristalina (50.000Ul/kg) também intraperitonealmente. A seguir, foram
posicionados em decubito lateral direito e submetidos a antissepsia do sitio de
interesse com solucéo de gluconato de clorexidina degermante a 2% (Riohex®,
Sédo José do Rio Preto, SP, Rioquimica). Seguiu-se a tricotomia da regido
correspondente ao ramo mandibular do nervo facial direito com lamina de bisturi
n° 23, individual e descartavel.

A técnica utilizada para obtencdo dos potenciais de acdo musculares
compostos consistiu no uso de um eletromiégrafo portatil Neurosoft® (lvanovo,
Russia) modelo Neuro-MEP-Micro® (Neurosoft®; lvanovo, Russia) acoplado a um
computador portatil HP (HP, Hewlett-Packward, Palo Alto, CA, EUA) modelo
Pavillion dv5® por uma entrada universal serial (USB).

Para o registro dos potenciais de acdo muscular compostos (PAMCs),
foram utilizados eletrodos de agulha subdérmicos, parcialmente revestidos,
medindo 12mm de comprimento e 0,35mm de diametro da marca Spes Medica®
(Spes Medica Sri®, Battipagha, Italia®). O eletrodo de captacéo foi locado a uma
distancia de 2 mm da comissura labial e do labio inferior e o de estimulacéo, a
uma distdncia de 20 mm do eletrodo de captacédo, diretamente sobre o ramo

mandibular, conforme pode ser visualizado na figura 4.
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Figura 4 - Fotografia de rato sendo submetido a eletroneuromiografia do ramo mandibular do
nervo facial. Reproduzido com permisséo de: Salomone R, Costa HJZR, Rodrigues JRF, Reis e
Silva SM, Orando PC, Bento RF. Assesment of a neurophysiological model of the mandibular
branch of the facial nerve in rats by electromyography. Ann Otol Rhinol Laryngol 2012. 121(3):
179-84. Copyright © [2012] (Sage Publishing).

O eletromidgrafo foi configurado (filtro passa alto 10Hz, filtro passa baixo
10 KHz, filtro notch desligado, margem de entrada do sinal de 60mV e taxa de
amostragem de 10KHz) e a visualizacéo e andlise dos PAMCs, realizados com
o software Neuro- MEP Net® versdo 2.4.23.0 (Neurosoft®; lvanovo, Russia). Na
primeira ENMG de cada animal, no t O, foi aplicado o estimulo de 1,5 mA e depois
estimulos mdaltiplos de 0,5 mA, até ser identificado o estimulo supramaximo. As
ENMGs subsequentes foram realizadas sempre com o estimulo supramaximo
identificado para cada animal. A amplitude, em mV e a laténcia e duracdo, em
ms, dos PAMCs produzidos pelo estimulo supramaximo foram documentados a
cada avaliagéo.

Com o propdsito de evitar contaminacbes das respostas elétricas por
alteracdes anatdmicas, foram excluidos os animais que apresentaram ramos do
nervo mandibular para o labio superior, ramos do nervo bucal para o labio inferior

e/ou ramos interligando esses ramos.
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4.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

No t 0 de cada experimento, apds a ENMG, os animais foram submetidos
ao procedimento cirargico experimental ainda sob anestesia. Todos 0s grupos
foram submetidos a uma incisdo de 20mm na regido previamente tricotomizada,
na mesma direcao do trajeto do ramo mandibular do facial direito, com lamina de
bisturi. A inciséo ficou aberta por um afastador de palpebras ortostatico durante
o procedimento, realizado sob visdo com microscopio optico (Carl Zeiss Surgical
Gmbh®, Oberkochen, Germany) com lente de 250 mm e aumento de 16x.
Procedeu-se a disseccdo por planos até a exposicao da glandula parétida e
identificag&do dos ramos bucal e mandibular do nervo facial. Em todos os animais,
o ramo mandibular foi submetido a seccao transversal com lamina de bisturi n°
23 a 10mm do ponto de onde emerge da parétida. Para o restabelecimento da
continuidade do ramo mandibular do facial, os diferentes grupos receberam os
tratamentos descritos a sequir:

- Os animais pertencentes ao G1 foram submetidos apenas a sutura
simples com mononylon 10-0 (3 pontos de sutura por nervo, no perineuro).

- Os animais do G2 foram submetidos a aplicacao de solucédo de Krebs
pobre em Ca*? (composicdo em mM: 0,5 EGTA, 99 NaCl, 5 KClI, 1,2 KH2PO4, 1,3
MgSOa4, 26 NaHCOs, 10 ascorbato de Na, 10 dextrose, pH de 7,35 e 319 mOsm
em agua bidestilada), contendo 100 uM de azul de metileno, sobre o nervo, antes
da reaproximacdo dos cotos com suturas (a semelhanca do grupo 1), por um
periodo de 3 min. Apés as suturas, foi aplicada solucéo hipoténica 500 mM de
PEG (peso molecular médio de 400) em agua bidestilada por 2 min. A seguir, foi

aplicada solugdo de Krebs isotdnica contendo Ca*? (composicdo em mM: 124
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NaCl, 5 KCI, 1,2 KH2PO4, 1,3 MgSOs4, 26 NaHCOs, 10 ascorbato de Na, 10
dextrose, 2 CaClz, pH de 7,35 e 351 mOsm em &gua bidestilada) por periodo de
3 min.

- Os animais do G3 foram submetidos a aplicacdo de solugédo de Krebs
pobre em Ca*? (composicdo em mM: 0,5 EGTA, 99 NaCl, 5 KClI, 1,2 KH2PO4, 1,3
MgSOa4, 26 NaHCOs, 10 ascorbato de Na, 10 dextrose, pH de 7,35 e 319 mOsm
em agua bidestilada), contendo 100 uM de azul de metileno, sobre o nervo antes
da reaproximacdo dos cotos com suturas (a semelhanca do grupo 1), por um
periodo de 3 min.

- Os animais do G4 foram submetidos a sutura simples com mononylon
(a semelhanca do grupo 1) seguida da aplicacdo sobre o nervo com pipeta de
solucéo hipoténica de 500 mM de PEG em &gua bidestilada por 2 min.

Terminadas as suturas (fisicas e quimicas), as incisées cutaneas foram
fechadas com fio Mononylon Ethicon® 4-0 (Ethicon®- Johnson & Johnson®).

Todos os reagentes utilizados no preparo das solugdes foram oriundos da
Sigma- Aldrich® (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).

O procedimento cirargico esta representado esquematicamente na figura

4.
Solugdo de azul de Solugdo de
X +2 2
metileno sem Ca Solugdo Krebs com Ca’

de PEG
Sutura

0 simples g ¢

¢ — 0 — F
Figura 4. Esquema representativo do procedimento cirargico completo a que foram submetidos
0s animais do grupo 2.
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4.6 ANALISE HISTOLOGICA

Para andlise histomorfoldgica, apés o sacrificio dos animais foi colhido um
segmento do nervo mandibular de aproximadamente 5mm imediatamente distal
ao ponto de secc¢ao e sutura do nervo. A porgdo mais proximal deste segmento
foi marcada com borda reta ao passo em que a mais distal foi cortada com borda
obliqua para possibilitar sua identificacdo. Apds sua remocao, esses segmentos
foram tratados com 6smio a 2%, desidratados com etanol, infiltrados com Oxido
de propileno e incluidos com resina Epoxi® até sua polimerizacéo. Finalizadas
estas etapas, 0s segmentos neurais foram cortados transversalmente (0,5um de
espessura) e corados com azul de toluidina a 1%.

Para a documentacdo dos nervos, as laminas dos segmentos neurais
foram fotografadas (Nikon® modelo Coolpix E 955®) sob visualizacdo em
microscopio Optico com aumento de 400x (um campo de 10.000um?2).
Posteriormente as imagens foram transportadas para o computador portatil e
analisadas por meio do software SigmaScan Pro 5.0® (SPSS Science®, Chicago,
USA).

A analise fotografica avaliou a quantidade total de axénios mielinizados
em uma area parcial do nervo (10.000um?) e a maturacéo da mielina por meio
da média das medidas do menor valor do diametro externo (incluindo a bainha
de mielina) contido em uma area de 10.000um?, sempre excluindo as fibras

contiguas com as margens.
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

O tamanho da amostra baseou-se em estudos anteriores que avaliaram a
regeneracao do nervo facial de ratos submetido a outros tratamentos (30,51,87).

As variaveis quantitativas (laténcia, duracdo e amplitude dos PAMCs e
namero e diametro axonal) foram expressas como média, desvio padréo,
mediana, minimo e maximo dentro dos grupos e nos momentos de pre-
operatorio (t 0), 3 semanas (t 3) e 6 semanas (t 6) apds a intervencdo. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a esfericidade
foi verificada por meio do teste de esfericidade de Mauchly. Para as
comparacoes das medidas entre os grupos foram utilizados a ANOVA e o teste
de Kruskal-Wallis, conforme a normalidade dos dados. A ANOVA de medidas
repetidas e o teste de Friedman foram utilizados para verificar o comportamento
das varidveis nos diferentes momentos. Posteriormente, diferencas entre os
grupos ou entre tempos dois a dois foram avaliadas pelo teste de Mann-Whitney
ou teste t de Student, ajustados pela correcdo de Bonferroni. O nivel de

significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).
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5 RESULTADOS

Os animais foram divididos em grupos ficando 8 animais em cada grupo.
Um animal do G3 e um do G4 tiveram que ser excluidos do experimento por
anomalias anatbmicas do ramo mandibular do NF. Trés animais morreram por
complica¢gBes anestésicas, um de cada um dos seguintes: G1, G3 e G4. Dessa
forma, ao fim dos experimentos, restaram 7 animais no G1, 8 animais no G2 e 6
animais no G3 e no G4. Em nenhum grupo houve evidéncias de infeccao de sitio
cirurgico, ulceras neurodistroficas ou de falha em ganhar peso, o que poderia
traduzir dificuldade de mastigacdo pelo comprometimento da musculatura
mastigatoria.

Em relacdo a intensidade da corrente elétrica utilizada para produzir o
estimulo supra-maximo, os valores de todos os animais situaram-se na faixa de

1,5 a 3,5 mA e nédo houve diferenga entre grupos (p= 0,9592).

5.1 PARAMETROS ELETROMIOGRAFICOS PRE-OPERATORIOS E

DO GRUPO CONTROLE (G1)

5.1.1 ESTUDO DA NEUROCONDUCAO MOTORA NO PRE-

OPERATORIO

Os valores absolutos das variaveis amplitude, laténcia, duragdo e
intensidade de estimulagdo dos PAMCs obtidos no pré-operatorio para todos os
grupos estao descritos na tabela 1. Observa-se pelo exposto que nao houve

diferenca estatistica entre os valores dessas variaveis, no inicio do experimento.
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Desvio- p<0,05

Média padrdo Mediana Minimo Maximo p vVs*
LATENCIA (ms) 0,799

Gl 1,06 0,15 1,01 0,90 1,32 -

G2 1,21 0,24 1,05 0,90 1,69 -

G3 1,03 0,12 1,02 0,87 1,22 -

G4 1,05 0,17 1,07 0,74 1,22 -
AMPLITUDE (mV) 0,182

Gl 5,07 1,78 4,14 3,67 8,10 -

G2 6,07 1,27 6,18 3,95 7,73 -

G3 5,87 2,15 6,62 2,61 8,30 -

G4 3,99 1,27 3,49 2,67 5,86 -
DURAGCAO (ms) 0,187

Gl 4,06 0,98 4,07 2,67 5,11 -

G2 3,92 0,51 3,81 3,20 4,89 -

G3 3,48 0,33 3,62 3,04 3,97 -

G4 4,25 0,42 4,34 3,71 4,71 -

Tabela 1- Valores de laténcia, amplitude e durag¢éo do potencial de a¢cdo muscular composto do
ramo mandibular do nervo facial de ratos Wistar submetidos a neurotmese do ramo mandibular
do nervo facial seguida de sutura simples dos cotos (grupo controle- G1), ou seguida de sutura
simples mais sutura quimica (G2) ou sutura simples mais azul de metileno (G3) ou sutura simples
mais polietilenoglicol (G4) no pre-operatério. © Teste de Kruskal-Walllis; 2Anova;* Testes post hoc
ajustados pela correcdo de Bonferroni.

5.1.2 ESTUDO DA NEUROCONDUCAO MOTORA NO GRUPO

CONTROLE (G1)

Os valores absolutos das varidveis amplitude, laténcia, duracdo e
intensidade de estimulagdo dos PAMCs obtidos para o grupo controle (G1) nos

trés momentos de afericdo estdo descritos na tabela 2.
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Desvio- p<0,05
Média padrdo Mediana Minimo Maximo p vs*
LATENCIA (ms) 0,489+
to 1,27 0,15 1,19 0,90 2,08 .
t3 151 0,20 1,38 0,77 2,75 ]
t6 1,59 0,21 1,44 0,82 2,50 .
AMPLITUDE (mV) 0,002t
to 2,76 151 3,10 1,01 4,99 £3.16
t3 0,84 0,35 0,74 0,39 1,39 t0
t6 121 0,76 1,07 0,60 2,87 {0
DURAGCAO (ms) <0,001%
to 354 0,23 3,87 2,67 4,17 £3.16
t3 585 044 617 4,11 7,02 to
t6 5,22 0,44 5,02 3,67 6,96 t0

Tabela 2- Valores de laténcia, amplitude e durac&o do potencial de agdo muscular composto de
ratos Wistar submetidos a neurotmese do ramo mandibular do nervo facial seguida de sutura
simples dos cotos, no pré-operatério (t 0), e apds 3 (t 3) e 6 semanas (t 6) de pds-operatorio.
TTeste de Friedman; *Anova de Medidas Repetidas; * Testes post hoc ajustados pela correcao
de Bonferroni.

No grupo controle, ndo se verificou alteracéo significativa da laténcia dos
PAMCs gquando medidos no tempo zero (antes da intervencao) e apos 3 e 6
semanas da intervencao.

Ja em relacdo a amplitude do potencial de acao, verificou-se uma queda
significativa de seu valor ap6s o procedimento de neurotmese seguida de sutura
simples dos cotos, que manteve-se até 6 semanas apos (p=0,002). A duracéo
do potencial de acéo, por sua vez, aumentou de forma significativa entre o pré-

operatorio e 3 e 6 semanas de pos-operatorio (p< 0,001).
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5.2 AVALIACAO DA REGENERACAO NEURAL COM SUTURA

QUIMICA

Os possiveis efeitos da sutura quimica sobre a regeneracao neural apos
a seccao neural aguda foram avaliados através de dois métodos objetivos: um

funcional (estudo da neuroconducéo motora) e um histolégico quantitativo.

5.2.1 COMPARACAO DA NEUROCONDUCAO MOTORA ENTRE

GRUPOS APOS 3 SEMANAS DE POS-OPERATORIO

Apos 3 semanas da intervencao, a eletroneuromiografia mostrou que a
laténcia dos PAMCs entre os grupos G1, G2, G3 e G4 néo sofreu variacdes
significativas (p= 0,451).

No mesmo periodo, porém, foi possivel observar um diferenca
significativa entre as amplitudes e duracdo dos PAMCs entre grupos.

No tocante a amplitude, o grupo G2 exibiu queda menor da amplitude em
comparacao a todos os demais grupos (G2 x G1, p<0,0001; G2 x G3, p=0,0018;
G2 x G4, p=0,0009). Nao houve diferenca estatistica entre os valores da
amplitude entre os grupos G1, G3 e G4 com 3 semanas de pés-operatorio.

A duracdo dos PAMCs também variou entre grupos no t 3. Em G2, a
duracéo foi significativamente menor que em G1, G3 e G4 (p= 0,0006). Nesse
contexto, os grupos G1, G3 e G4 n&o exibiram diferenca entre si. Os resultados

no t 3 estdo expostos na tabela 3 e no grafico 1.
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Desvio-
Média padrdo Mediana Minimo Maximo p p<0,05 vs*
LATENCIA (ms) 0,695°
Gl 1,59 0,65 1,53 0,96 2,75 -
G2 1,38 0,50 1,15 0,87 2,20 -
G3 1,42 0,41 1,41 0,96 2,10 -
G4 1,84 0,63 1,89 0,82 2,50 -
AMPLITUDE (mV) <0,0001%
Gl 1,02 0,32 1,04 0,56 1,39 G2
G2 3,17 0,91 3,11 2,05 4,81 G1,G3,G4
G3 1,50 0,52 1,60 0,87 2,31 G2
G4 1,36 0,51 1,29 0,90 2,23 G2
DURAGCAO (ms) 0,0006 @
Gl 5,85 1,15 6,17 4,11 7,02 G2
G2 3,98 0,40 3,92 3,39 4,58 G1,G3,G4
G3 5,60 0,67 5,79 4,58 6,29 G2
G4 5,53 0,84 5,75 4,42 6,62 G2

Tabela 3- Valores de laténcia, amplitude e durac&o do potencial de agdo muscular composto do
ramo mandibular do nervo facial de ratos Wistar submetidos a neurotmese do ramo mandibular
do nervo facial seguida de sutura simples dos cotos (grupo controle- G1), ou seguida de sutura
simples mais sutura quimica (G2) ou sutura simples mais azul de metileno (G3) ou sutura simples
mais polietilenoglicol (G4) com 3 semanas de pds-operatério. “Anova;* Testes post hoc ajustados
pela correcdo de Bonferroni.
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LATENCIA (ms) AMPLITUDE (m V) DURAGAO (ms)

Gréfico 1- Representacdo dos valores de laténcia, amplitude e duragdo do potencial de agéo
muscular composto do ramo mandibular do nervo facial de ratos Wistar submetidos a neurotmese
do ramo mandibular do nervo facial seguida de sutura simples dos cotos (grupo controle- G1),
ou seguida de sutura simples mais sutura quimica (G2) ou sutura simples mais azul de metileno
(G3) ou sutura simples mais polietilenoglicol (G4) com 3 semanas de pds-operatorio. *p<0,0001,
#p=0,0006 (Anova).

5.2.2 COMPARACAO DA NEUROCONDUCAO MOTORA ENTRE

GRUPOS APOS 6 SEMANAS DE POS-OPERATORIO

Decorridas 6 semanas do procedimento de neurotmese e sutura, a
eletroneuromiografia mostrou que a laténcia dos PAMCs entre os grupos G1,
G2, G3 e G4 nao sofreu variacdes significativas (p= 0,7607).

Porém, novamente a amplitude e a duracdo dos PAMCs entre grupos
variou de forma significativa.

O grupo G2 apresentou amplitude significativamente maior em

comparacao a todos os demais grupos (G2 x G1, p=0,0002; G2 x G3, p=0,0085;
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G2 x G4, p=0,0184). Nao houve diferenca estatistica entre os valores da
amplitude entre os grupos G1, G3 e G4 com 6 semanas de pos-operatorio.

O grupo G2 também manteve duragdo do PAMC significativamente
inferior aos demais grupos, no t 6 (G2 x G1, p=0,0062; G2 x G3, p= 0,0005, G2
x G4, p=0,0043). Nesse contexto, novamente os grupos G1, G3 e G4 néao

exibiram diferenca entre si. Os resultados no t 6 estdo expostos na tabela 4 e no

grafico 2.
Desvio-
Média padrdo Mediana Minimo Maximo p p<0,05 vs*

LATENCIA (ms) 0,8588 2

Gl 1,30 0,35 1,35 0,82 1,88 -

G2 1,29 0,37 1,18 0,95 2,10 -

G3 1,23 0,20 1,18 1,03 1,56 -

G4 1,40 0,45 1,19 0,97 2,10 -
AMPLITUDE (mV) 0,00062

Gl 1,42 0,70 1,14 0,87 2,87 G2

G2 3,40 0,80 3,32 2,31 4,91 G1,G3,G4

G3 2,16 0,63 2,06 1,33 2,93 G2

G4 2,13 0,95 2,19 0,86 3,10 G2
DURACAO (ms) 0,0053¢2

Gl 5,22 1,17 5,02 3,67 7,02 G2

G2 3,82 0,32 3,85 3,31 4,58 G1,G3,G4

G3 5,29 0,81 5,48 4,23 6,29 G2

G4 4,71 0,62 4,80 3,85 6,62 G2

Tabela 4- Valores de laténcia, amplitude e durac&o do potencial de agdo muscular composto do
ramo mandibular do nervo facial de ratos submetidos a neurotmese do ramo mandibular do nervo
facial seguida de sutura simples dos cotos (grupo controle- G1), ou seguida de sutura simples
mais sutura quimica (G2) ou sutura simples mais azul de metileno (G3) ou sutura simples mais
polietilenoglicol (G4) com 6 semanas de pds-operatério. Anova;* Testes post hoc ajustados pela
correcéo de Bonferroni.



42

LATENCIA AMPLITUDE DURACADO

Gréfico 2- Representacao dos valores de laténcia (em ms), amplitude (em mV) e duracédo (em
ms) do potencial de agdo muscular composto do ramo mandibular do nervo facial de ratos
submetidos a neurotmese do ramo mandibular do nervo facial seguida de sutura simples dos
cotos (grupo controle- G1), ou seguida de sutura simples mais sutura quimica (G2) ou sutura
simples mais azul de metileno (G3) ou sutura simples mais polietilenoglicol (G4) com 6 semanas
de pos-operatdrio. *p<0,0001 (Anova).

5.2.3 AVALIACAO HISTOLOGICA QUANTITATIVA DA

REGENERACAO NEURAL COM 6 SEMANAS DE POS-OPERATORIO

Na avaliacdo histolégica, o numero total de axdénios numa area de
10.000um? foi maior no G2 em comparacédo com G1, G3 e G4, que por sua vez,
nao exibiram diferenca entre si. Da mesma forma, a média dos menores
diametros axonais foi maior no G2 quando comparado aos demais grupos.
Novamente, ndo houve diferenca significativa entre G1, G3 e G4. Os resultados

descritos estdo expostos na tabela 5 e graficos 3 e 4.
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Desvio-
Média padrdo Mediana Minimo Maximo p p<0,05 vs*
No DE AXONIOS <0,0001°9
Gl 126,7 9,78 124 115 141 G2
G2 174,1 9,02 171,5 163 189 G1,G3,G4
G3 130 6,42 129,5 122 141 G2
G4 122,7 5,75 121 117 133 G2
DIAMETRO AXONAL <0,0001°9
Gl 2,62 0,06 2,61 2,53 2,72 G2
G2 3,24 0,05 3,24 3,19 3,32 G1,G3,G4
G3 2,59 0,09 2,57 2,51 2,72 G2
G4 2,64 0,06 2,64 2,59 2,75 G2

Tabela 5- Numero de axoénios (por campo de 10.000um?) e menor diametro axonal médio do
ramo mandibular do nervo facial de ratos Wistar submetidos & neurotmese seguida de sutura
simples dos cotos (grupo controle- G1), ou seguida de sutura simples mais sutura quimica (G2)
ou sutura simples mais azul de metileno (G3) ou sutura simples mais polietilenoglicol (G4) com
6 semanas de pés-operatério. 2Anova;* Testes post hoc ajustados pela corre¢do de Bonferroni.

150 9

100 M

50 9

axo6nios/ 10.000@m 2

Gréfico 3- Representagdo do nimero total de axénios contidos em um campo de 10.000 um? do
segmento distal ao local de neurotmese do ramo mandibular do nervo facial de ratos Wistar
submetidos a sec¢do do nervo seguida de sutura simples dos cotos (grupo controle- G1), ou
seguida de sutura simples mais sutura quimica (G2) ou sutura simples mais azul de metileno
(G3) ou sutura simples mais polietilenoglicol (G4) com 6 semanas de pds-operatério. *p<0,0001
(Anova).
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Diam etro axonal (pm)

Gréfico 4- Representacdo do menor didmetro axonal dos axénios contidos em um campo de
10.000 pm?2 do segmento distal ao local de neurotmese do ramo mandibular do nervo facial de
ratos Wistar submetidos a sec¢do do nervo seguida de sutura simples dos cotos (grupo controle-
G1), ou seguida de sutura simples mais sutura quimica (G2) ou sutura simples mais azul de
metileno (G3) ou sutura simples mais polietilenoglicol (G4) com 6 semanas de pés-operatério.
*p<0,0001 (Anova).
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6 DISCUSSAO

6.1 O MODELO ANIMAL

Ha muita controvérsia em torno do modelo animal mais adequado para
estudos de regeneracao do NF. O rato tem manuseio facil e de baixo custo, é
resistente a infecgdes e tolera bem os efeitos da PFP unilateral. Tais vantagens
j& eram amplamente conhecidas na literatura (28,36) e foram verificadas na
pratica durante os experimentos. De fato, com a antibioticoprofilaxia realizada
(Penicilina G cristalina aplicada intraperitonialmente ao inicio do experimento) e
cuidados simples de antissepsia, nenhum animal desenvolveu infecgdo de sitio
cirdrgico. Além disso, todos 0s animais, apds a cirurgia que surtiu como efeito
Obvio a paralisia do ramo mandibular do NF unilateral, mantiveram o ganho
continuo de peso, como também ja havia sido constatado em experimentos
prévios (2,50,88).

Além das vantagens ja expostas, deve ser destacada a anatomia do ramo
mandibular do NF dos ratos, detentor de um segmento extratemporal bastante
longo e puramente motor, com padrdo de ramificacdo pouco variavel entre
individuos, e que cursa convenientemente abaixo da paré6tida e ndo em seu
interior, facilitando a disseccéo (2,36,43). Ademais, a quantidade de axénios no
interior desse ramo é relativamente constante e independe da idade e peso do
animal (36,43). Outra vantagem reside na semelhanca estrutural com o nervo
facial de humanos, que também contém fasciculos, ao contrario do tronco do NF

dos ratos (36,42,51).
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Em 2012, estudos de Salomone et al padronizaram um método obijetivo,
simples, acessivel e de grande reprodutibilidade para avaliar a regeneracao do
nervo facial baseado no ramo mandibular de ratos Wistar (28).

Todos esses fatores mencionados acima concorreram para a escolha do
rato como animal a ser estudado e do ramo mandibular do NF como objeto de
estudo.

Utilizaram-se exclusivamente ratos do sexo masculino, como forma de
garantir que os resultados fossem livres de possiveis interferéncias de
hormdénios gonadais e, assim, mais homogéneos. De fato, apesar de nao haver
estudos conclusivos sobre o mecanismo de acdo dos horménios gonadais na
regeneracao do facial, é fato conhecido que eles tém agéo tréfica sobre o tecido
neural (27,38,39,89). Além disso, véarias publicacdes prévias atestam a influéncia
do sexo dos animais sobre seu desempenho na regeneracdo neural. Hamsters
fémeas exibem regeneracao mais rapida dos motoneurdnios do NF que machos,
apos lesdo de esmagamento (39). A testosterona ja foi implicada, em ratos
machos, em uma recuperacdo mais rapida, mas ndo mais intensa, sobre a
funcdo motora do NF apés lesdo de esmagamento. Em ratos fémeas, esse
mesmo efeito € bem mais sutil (89). Testosterona, di-hidrotestosterona e
estrogeno sao capazes de acelerar a recuperacao funcional apds lesao por
esmagamento do tronco do NF em ratos (90). Sabe-se também que o ciclo estral
de ratos Wistar é de quatro dias e caracteriza-se por variacdes marcantes dos
niveis de estradiol sérico. Dessa forma, possivelmente ratos fémeas estariam
sujeitas a variagbes no crescimento e regeneracdo neurais dificeis de serem

quantificadas na pratica (27,38,39).
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A taxa de mortalidade dos animais foi de 9,38%, compativel com a
previamente descrita por Salomone et al (2013) (51).

Deve ser salientado que, apesar da necessidade de testar uma nova
técnica em modelos animais previamente a sua aplicagdo em seres humanos,
h& que se ter reserva em transpor os resultados, principalmente considerando
modelos de regeneracao neural, gue, mesmo em mamiferos, como ratos e gatos,

€ mais veloz e intensa que em seres humanos (3,27).

6.2 O MODELO DE LESAO E REPARO NEURAL

O trauma de NF € a segunda causa mais comum de PFP em nosso meio
(91) e em séries de casos internacionais (10), fato que advoga em prol de estudar
modelos de regeneracdo neural apos lesédo traumatica, como esse. Em mais da
metade dos casos de PFP traumética ocorre sec¢do total (neurotmese) ou
parcial do nervo (1,8,17), com prognéstico pior em termos de recuperacdo
funcional se comparada a lesbes do tipo esmagamento (18).

Optou-se, também, por produzir lesdo neural através de um corte
transversal, perpendicular ao maior eixo do nervo. Nesse sentido, o modelo
adotado também assemelha-se a situacédo real, visto que, mesmo que o trauma
produza fragmentos irregulares, faz-se habitualmente a regularizacdo das
bordas dos cotos para produzir fragmentos com melhor encaixe, facilitando sua
sutura e coaptacdo (92). Embora alguns autores defendam que, ao seccionar
cotos neurais para eliminar fragmentos irregulares e favorecer a sutura, fagcam-
se cortes obliquos, aumentando a area de contato entre os cotos (93), eles séo

de execucdo trabalhosa e dificiilmente obtém-se fragmentos de bordas
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completamente paralelas (92). Por esse argumento, optou-se por seccionar o
nervo de forma transversal.

O fato de ter sido escolhido um modelo de seccdo seguido de reparo
imediato tem vantagens, mas também limitacdes. Neurotmese seguida de reparo
imediato imita a situacao real de cirurgias nas quais o nervo é vitima de lesao
cortante de origem iatrogénica. Nesse caso, o ideal € o reparo imediato do NF,
com anastomose término-terminal livre de tenséo (94-96), a semelhanca do
modelo aqui adotado.

Cirurgias nas quais o NF sofre um corte programado, com vistas a uma
ressecc¢ao parcial, seguida de reconstrucao imediata, também assemelham-se
ao meétodo aqui investigado. As cirurgias de neurinoma do facial sdo um bom
exemplo. A principal diferenga, nesse contexto, reside na opgao frequente pelo
uso de enxertos para garantir a aposic¢ao livre de tenséo (12,92,94), situagéo que
nao foi investigada por esse estudo.

Por outro lado, € comum a ocorréncia de lesbes traumaticas do
facial dentro de um quadro mais amplo de politrauma. Se esse for o caso, o
tratamento da PFP é frequentemente adiado até que o paciente tenha sido
estabilizado. Além disso, sdo necesséarios, ao planejamento cirdrgico de
abordagem do nervo, estudos de imagem e eletrofisioldgicos. Portanto, em uma
situacao clinica real, transcorrem habitualmente alguns dias do trauma até que
o NF possa ser abordado (10,12). Esse estudo, por sua vez, focou na
regeneracao apos avulsao do nervo seguida de sutura imediata dos cotos. Como
sera detalhado adiante, o mecanismo de acdo proposto pressupde que as
extremidades axonais estejam abertas e a degeneracdo walleriana ainda néo

tenha ocorrido. Seus resultados ndo podem, portanto, ser automaticamente
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transpostos para situagdes em que o reparo neural acontece horas ou dias apés
o0 trauma agudo ao nervo.

Além disso, a regeneracdo neural em lesdes do tipo sec¢éo seguida de
sutura € dependente da habilidade do cirurgido responsavel pela anastomose
(97). No presente experimento, todos 0os animais foram operados pelo mesmo
cirurgido, apos treinamento especifico, o que elimina esse fator de confuséo.

A técnica cirdrgica ideal para o reparo neural ap0s neurotmese é a
aproximacgéo sem tensao das extremidades. Caso seja por microssuturas, elas
devem ser simples, situadas no perineuro, e executadas com mononylon 8-0 a
10-0 (18,26,92), como realizado nos presentes experimentos. Os trabalhos que
investigaram a regeneragdo do NF com suturas em animais com frequéncia

adotaram método similar (37).

6.3 A AVALIACAO FUNCIONAL

Estudos de regeneracao neural em ratos exigem um método padronizado
de avaliagdo. Em humanos, a ENMG do NF foi inicialmente decrito por Olsen em
1975 como preditor da recuperacdo funcional apés paralisia de Bell (98).
Atualmente, segue como preditor mais fidedigno da recuperacao funcional apés
PFP (99).

Desde os estudos no NF de ratos de Mattox e Felix (1987) o método
eletrofisiolégico tem obtido destaque como método objetivo. A época, esses
autores estimularam o NF de ratos em varios locais (tronco, ramos mandibular e
bucal) e captaram o potencial de acdo nos labios superior e inferior, sem

contudo, estabelecer as medidas exatas da distancia dos eletrodos aos marcos
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anatdbmicos, ou fixar a intensidade da corrente do estimulo. Quando a distancia
entre os eletrodos é variavel, produz falta de padroniza¢do nos parametros do
PAMC que dependem da distancia, a saber, laténcia e duragéo. Variagdes na
intensidade do estimulo, por sua vez, implicam em alteragdes na amplitude dos
PAMCs (2,36). Ao utilizar o estimulo supraméximo, ou seja, 0 menor estimulo
que despolariza todos os ax6nios, obtém-se o registro mais intenso (o PAMC de
maior amplitude) que aquele conjunto de axénios é capaz de transmitir (2). Byrne
et al (2005) utilizaram um método eletrofisiolégico e o estimulo supramaximo
para avaliar a regeneracao do NF, sem, contudo, fixar local preciso para insercéo
dos eletrodos (100). No presente estudo, a avaliacdo funcional foi efetuada
fixando a intensidade do estimulo como a supramaxima e padronizando a
localizacdo dos eletrodos, de acordo com o meétodo descrito em 2012 por
Salomone et al, o que se acredita ser imprescindivel para a uniformidade e
comparacdo dos resultados entre os animais. A intensidade dos estimulos
supramaximos encontrada foi semelhante em todos os grupos (variando de 1,5
a 3,5 mA) e condizente com aquela encontrada anteriormente na literatura (28).

Ainda em relacdo ao método de registro dos PAMCs pode-se afirmar que
a exclusédo dos animais que apresentavam alteracfes anatdbmicas (1 animal do
G3 e um do G4 apresentaram ramificacdes do ramo bucal para o labio inferior)
e a disseccao e retirada de grande extensao do ramo bucal do NF contribuiram
para o registro eletroneuromiografico fidedigno, e foram realizadas também em
concordancia com técnica anterior descrita por Salomone et al. (28).

Os animais foram submetidos a ENMG para avaliacdo da regeneracéo
neural 3 e 6 semanas apoés a intervencao. A depender do tipo de lesédo imposta

ao NF, o periodo de recuperacédo pode ser extremamente variavel, sendo menor
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no caso de lesbes por compressdo, maior se houver neurotmese com
aproximacgéo dos cotos neurais (como no método utilizado) e maior ainda caso
haja neurotmese e hiato entre as duas extremidades neurais (37). De acordo
com Szal e Miller (1975), o retorno da atividade elétrica neuronal apoés
neurotmese e sutura término-terminal em coelhos ocorre em um més (101).
Sabe-se também que, em ratos, em torno do 10° dia apos a lesdo, os brotos
axonais oriundos do coto proximal invadem o coto distal, estabelecendo um ritmo
de crescimento de 1-3 mm/dia (27,37). De acordo com esses dados, e como a
seccao ocorreu a uma distancia de 20 mm do ponto onde é locado o eletrodo de
captura do PAMC, 6 semanas € tempo habil para o crescimento axonal até a
placa motora.

Talvez a maior critica ao método utilizado seja a falta de um parametro
comportamental na avaliagdo funcional da regeneragéo neural. Muitas escalas
para afericdo funcional comportamental do NF usando critérios como a
movimentagdo e/ou simetria de vibrissas, o fechamento ocular, o reflexo de
piscamento e a simetria labial ja foram propostas (2,27,41,87,89,102). Todas
elas, porém, tem em comum a subjetividade e variabilidade entre avaliadores.
As tentativas ja publicadas de tornar mais objetivos parametros de avaliacdo
comportamental, como a documentacdo em video ou 0 uso de sensores a laser
para detectar movimentos de olhos ou vibrissas, via de regra tém importantes
desvantagens: a interferéncia de movimentos cefalicos nas afericdes e o custo
e a complexidade tecnolégica envolvidos (46,48,103,104).

Em relacdo aos resultados da avaliacdo funcional, no pré-operatério nao
houve diferenca estatistica entre grupos em relacdo a laténcia, amplitude ou

duracdo dos potenciais de acdo. Aléem disso, os valores médios desses trés
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parametros no momento do pré-operatério sdo compativeis com resultados
anteriormente publicados por Salomone et al (2012) evidenciando a alta
reprodutibilidade do método (28,30).

O grupo controle (G1) exibiu, conforme esperado, decréscimo significativo
da amplitude entre t 0 e t 3sem, que se manteve até t 6sem. Da mesma forma,
0 aumento da duracdo do potencial de agcédo ocorreu entre t 0 e t 3sem e se
manteve na avaliacdo subsequente. Esses resultados estdo de acordo com
experimentos prévios de Salomone et al (2012), Costa et al (2013) e Salomone
et al (2013) (28,30,51).

No grupo controle, porém, a neurotmese ndo produziu aumento estatistico
da laténcia. Tal fato pode ser explicado porque a laténcia, que pode ser definida
como o tempo decorrido do estimulo até o inicio do potencial de acdo, é uma
medida do espaco de tempo que a corrente elétrica demora para percorrer a fibra
nervosa até a placa motora, e € mantido mesmo na presenca de um pequeno
namero de fibras integras (105). No t 3sem, € de se esperar que alguns axénios
tenham regenerado e alcancado a placa motora, produzindo laténcia proxima
dos valores do pré-operatério. Além disso, no ramo mandibular do NF de ratos,
a distancia entre o local do estimulo e captacdo é pequena, porque 0 nervo é
curto, o que predispde a apenas leves variacoes na laténcia (2,105).

Os animais submetidos ao tratamento de sutura quimica aliada a sutura
convencional exibiram maior amplitude e menor duracdo dos potenciais dos
PAMCs em relacdo aos demais grupos. Em conjunto, esses achados sugerem
que no G2 os axbnios exibem mais integridade e funcionalidade apos a
intervencao que os demais grupos. Uma explicacéo possivel para isso € que as

substancias envolvidas na sutura quimica sé@o capazes de acelerar a
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regeneracao axonal. De fato, tanto o AM como o PEG mostraram in vitro e in
vivo, serem antioxidantes e estimuladores da regeneracao neural (76,84). Mas,
se esse fosse 0 caso, pelo menos um dos grupos tratados com AM ou PEG
separadamente deveria exibir melhor regeneragédo que o controle, o que néo
ocorreu.

A segunda explicacéo possivel, apoiada por descobertas de Bittner et al.
(2012), sugere que a lavagem com a solucdo de Krebs livre de Ca*? (que,
portanto, depleta a concentracdo de Ca*? no meio) e o AM, agindo como
antioxidante no axoplasma, inibem a fusédo das vesiculas lipidicas que vedariam
a extremidade axonal. A seguir, a sutura convencional aproxima espacialmente
as extremidades axonais abertas, deixando-as em contato proximo, e a
aplicacdo do PEG promove a fusdo entre os componentes lipidicos do axolema.
Por Ultimo, a reposicdo de Ca*? ao meio, durante o banho com a solucédo de
Krebs rica em Ca*?, estimula a vedacdo de pequenas aberturas remanescentes
no axolema, restabelecendo no ato a integridade e a condutibilidade axonais
(26). Importante frisar que, nesse mecanismo de a¢ao proposto, a sequéncia dos
passos da sutura quimica é fundamental. A fusé@o pelo PEG s6 € possivel se as
extremidades forem mantidas abertas durante todo o tempo da execucdo da
sutura. A deplecdo do Ca*? do meio e o azul de metileno, agindo como
antioxidante no citoplasma, garantem a inibicdo da producdo e migracao das
vesiculas que, caso contrario, dariam inicio ao processo de vedacdo das
extremidades axonais abertas.

Esse ano, duas publicacdes independentes reforcaram a ideia de que o
PEG é capaz de induzir, in vivo, fusdo de extremidades axonais, promovendo

retorno de sua continuidade morfolégica e funcional. Em modelo animal de
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transeccao espinhal total em ratos, a aplicacdo topica de PEG no sitio da leséo,
imediatamente apd6s sua inducdo, resultou em recuperacdo funcional
comportamental e retorno, apdés 15 dias, dos potenciais evocados
somatossensoriais a niveis de pré-operatorio (106).

Bamba et al (2017) demonstraram, em modelo de seccédo seguida de
sutura de nervo ciatico de ratos, que a aplicagdo de PEG, numa técnica
semelhante a sutura quimica utilizada aqui, promove retorno imediato do PAMC
quando o restabelecimento da continuidade axonal é realizada 1, 8 e 24 h ap0s
a neurotmese. Esse achado também apoia a ideia que a sutura quimica é capaz
de restaurar a continuidade axonal imediata. Embora, obviamente, seja
impossivel haver fusdo uma a uma das extremidades axonais proximais e distais
ao ponto de lesdo, aparentemente o niumero de fibras restauradas é suficiente
pra gerar o potencial de agéo e promover recuperagao funcional bem superior a
dos animais submetidos a sutura convencional (107).

Dessa forma, apesar de ndo haver evidéncias inequivocas de que, nesse
modelo de neurotmese do facial, 0 mecanismo de a¢do da sutura quimica
envolve a fusédo imediata das extremidades axonais avulsionadas, com o
restabelecimento precoce de suas propriedades de condutibilidade, certamente
essa é uma explicacao coerente.

Em experimento realizado com transecc¢éo do nervo ciatico e de neurbnios
hipocampais de ratos, foi visto que a eficacia da fusdo por PEG nao foi
comprometida pela variacdo da concentracdo de Ca*?>do meio (67) . De fato, de
acordo com a explicacdo dada para o0 sucesso da sutura quimica, a concentracao
de calcio do meio ndo age sobre a eficacia do PEG de promover a fusdo de

membrana por si e sim, inibe o inicio do processo de vedacédo da membrana por



55

vesiculas que, esse sim, depende do Ca*? para ocorrer. No modelo adotado, a
secc¢ao neural produz pequena retracdo dos cotos (da ordem de 1-2 mm) com
perda do contato entre eles, sendo necesséario que a fusdo por PEG seja
precedida da sutura convencional. Logo, a deplecdo da concentragdo do ion
Ca*? no meio é necessaria para conter a formacéo de vesiculas pelo periodo de
tempo necessério a realizacéo da sutura. Deixar de interferir na concentragéo de
Ca*? no meio, mantendo s6 o tratamento com PEG, como no grupo G4,
compromete a eficacia da regeneracao neural.

Adicionalmente, existe a hipétese que o AM e o PEG, agindo como
antioxidantes, também possam ser responsaveis por efeitos neuroprotetores,
promovendo aumento da sobrevida de axdnios que tiveram sua continuidade
restabelecida ou até mesmo daqueles que, apesar de nao terem sido fusionados
com sucesso com suas extremidades distais avulsionadas, ainda tinham
potencial de brotar e regenerar-se. Especificamente o PEG exibe, ainda, em
modelos animais de seccionamento da medula espinhal, efeito anti-inflamatério
local (72,83). Novamente, mesmo que haja esse pequeno beneficio adicional do
AM e/ou do PEG, sozinho ele ¢é insuficiente para explicar os resultados vistos, ja
gue nao foram verificadas diferencas entre os grupos tratados apenas com AM

ou PEG e os controles.

Deve ser frisado também que, de acordo com as explicacdes ja expostas,
0 sucesso da sutura quimica depende da aposi¢cao meticulosa das extremidades
axonais avulsionadas, e, portanto, estaria altamente relacionada a experiéncia
cirurgica (107). Depender de uma sutura convencional (com todos seus
inconvenientes, como potencial dano aos axonios pela agulha, reacéo

inflamatoria ao fio e tempo e espaco necessarios a sua execugao) para ser bem-
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sucedida constitui uma notavel desvantagem da sutura quimica frente a cola de
fibrina (16). Em contrapartida, a cola de fibrina ainda tem custo elevado em nosso

meio. Portanto, estudos futuros sdo necessérios para comparar os dois métodos.

6.4 A AVALIACAO HISTOLOGICA

Apenas parametros histolégicos quantitativos foram investigados. Optou-
se por ndo avaliar parametros qualitativos a fim de conferir maior objetividade
aos resultados. De fato, a contagem e o diametro axonal sdo considerados
parametros objetivos da regeneracédo neural (2,18,101). Sendo assim, oS grupos
de animais foram avaliados em relacdo a contagem axonal total em um campo
de 10.000 um? e em relagdo a média do menor diametro dos axénios, incluindo
a bainha de mielina, medida da mielinizac&o das fibras.

Em estudo com o ramo bucal do NF de ratos submetidos a neurotmese e
sutura, Satar et al. estabeleceram que apdés 1 més ndo ha mais evidéncia
histoldgica de degeneracao walleriana (108).

Borin et al. estabeleceram que a contagem de axénios, apds neurotmese
e sutura término-terminal dos cotos do NF, cresce gradualmente, atingindo
valores proximos aos normais em torno de 7 semanas depois, e ultrapassa 0s
valores da normalidade em torno de 9 semanas, quando h& intenso brotamento
axonal, atestando o esfor¢co regenerativo do nervo (27). Nesse sentido, a
momento da avaliacao histologica € crucial. Como a capacidade regenerativa
neural dos ratos ultrapassa a dos seres humanos, esperar até o processo
regenerativo completar-se ndo € interessante por provavelmente reduzir a

influéncia dos tratamentos administrados sobre o resultado aferido e afastar o
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modelo animal da realidade vista nos seres humanos (37,109). Por esse motivo,
acha-se que 6 semanas € tempo adequado para a realizacdo do estudo
histoldgico proposto.

Sendo assim, 6 semanas apds 0s tratamentos, 0 grupo submetido a
sutura quimica associada a sutura convencional exibiu diferenca em relacao a
todos os demais, apresentando maior niumero de fibras axonais e maior diametro
médio das fibras, medida indireta do grau de mielinizacéo.

A relagéo entre a contagem axonal com o grau de regeneracao funcional
do NF depois de trauma é controversa. Estudos prévios de regeneracdo neural
associam a recuperacgédo funcional ao aumento do nimero de axénios (27,110).
Banks et al. referem que 8 meses apds seccédo e sutura do NF de ratos, ainda
h& maior nimero de axdnios em cortes histoldégicos em relacdo ao habitual. No
entanto, apesar desse intenso processo de brotamento axonal, funcionalmente
0 nervo nao recupera sua capacidade plena, provando que mais axonios, se nao
dirigidos as fibras musculares efetoras especificas, ndo resultam em ganho
funcional proporcional (37). Em estudo feito em ratos diabéticos para induzir PFP
pela injecdo do virus da herpes tipo 1, 10 e 17 dias apés a inoculacdo, a reducéo
da amplitude dos potenciais de acao correlacionou-se com a reducéo do nimero
de axonios (111). O mesmo fendbmeno pode ser visto nesse estudo, em que 0s
grupos mais severamente afetados pela reducao da amplitude dos PAMCs (G1,
G3 e G4) também tiveram menor contagem axonal.

Em modelo de seccéo seguida de sutura do nervo ciatico, a sutura simples
com mononylon associada ao PEG promoveu também aumento da contagem
axonal em comparacgao com a sutura convencional isoladamente, avaliada 7 dias

apos a intervengéao (107).
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Em relacdo ao didmetro médio das fibras axonais, o grupo G2 exibiu
didmetro maior que os demais. Uma vez que o diametro maior fala a favor da
melhor mielinizacéo das fibras e correlaciona-se com transmissdo mais rapida e
sincrénica do potencial elétrico, é de se esperar que esse grupo tenha tido a
menor duracao do potencial de agéo (112), o que de fato ocorreu.

Deve ser frisado, ainda, que o PEG é um material extremamente barato e
atoxico nas concentracdes utilizadas para a fusdo axonal, ndo estando
relacionado, nessa pesquisa ou em outras ja publicadas, a alteracdes

inflamatdrias no sitio de aplicacao (26,107).
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7 CONCLUSAO

A técnica apresentada como sutura quimica, quando usada
concomitantemente a sutura convencional com mononylon, foi capaz de mostrar
melhores resultados na regeneracdo do ramo mandibular do nervo facial em
ratos, quando comparada a sutura convencional isolada. Esse efeito se traduziu,
nos estudos eletrofisiologicos, em uma maior amplitude e menor duragédo do
potencial de acdo muscular composto. Na avaliacdo histoldgica, foi visto um
aumento da contagem axonal associado a um maior didmetro médio dos

axonios.
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