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RESUMO 
 
 

Salomone, R. Regeneração do ramo mandibular do nervo facial de ratos 
após a implantação de células multipotentes do estroma mesenquimal 
indiferenciadas e diferenciadas in vitro que apresentam fenótipo de 
células de Schwann [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina. 
Universidade de São Paulo; 2012. 
 
 
INTRODUÇÃO: O nervo facial desempenha um papel importante em 
diversas funções fisiológicas no organismo, no entanto, distúrbios funcionais 
desse nervo podem também afetar a psique do indivíduo, provocando 
mudanças significativas na autoimagem, interferindo no rendimento 
profissional e piorando a qualidade de vida. Lesões graves do nervo facial 
(neurotmeses) mesmo quando tratadas precocemente apresentam 
resultados funcionais pobres. Com a recente descoberta das células-tronco, 
as células multipotentes do estroma mesenquimal indiferenciadas (CMEMi) 
ou diferenciadas em células com fenótipo de células de Schwann (CMEMd) 
podem ser uma alternativa melhor para o tratamento de lesões graves do 
nervo facial. 
OBJETIVOS: Avaliar a melhora funcional e histológica do ramo mandibular 
do nervo facial após neurotmese e implantação das CMEMi e CMEMd. 
MÉTODOS: Em 48 ratos Wistar realizou-se a neurotmese do ramo 
mandibular direito do nervo facial com a formação de um hiato de 3mm e a 
tubulização (conduíte de silicone) da região do nervo lesada. Foram criados 
quatro grupos de acordo com o método de reparo: conduíte de silicone vazio 
(grupo A, grupo controle); conduíte de silicone com gel acelular (grupo B); 
conduíte de silicone com gel acelular e CMEMi (grupo C), e conduíte de 
silicone com gel acelular e CMEMd (grupo D). Um quinto grupo, grupo N, foi 
criado a partir de segmentos do nervo normal para a avaliação histológica. 
Os resultados funcionais foram avaliados com o estudo de condução 
nervosa e os histológicos por avaliação qualitativa e quantitativa dos 
segmentos proximais e distais. 
RESULTADOS: Na avaliação funcional, após 6 semanas, os grupos C e D 
apresentaram amplitudes maiores que os grupos A e B (p<0,001). O grupo C 
apresentou duração menor que os grupos A, B e D (p<0,001). Na avaliação 
qualitativa dos segmentos proximais, houve pouca diferença entre os 
grupos, já nos segmentos distais, as diferenças dos grupos A e B em relação 
aos grupos C e D foram bem evidentes, no entanto, em ambos os 
segmentos, o grupo C foi o que mais se aproximou do nervo normal. Na 
avaliação histológica quantitativa do segmento proximal, não houve 
diferença no número total e na densidade axonal entre os grupos (p≥0,169), 
somente nos diâmetros axonais dos grupos A e B quando comparados ao 
nervo normal (p<0,001). No segmento distal, o número e a densidade axonal 
do grupo C foram maiores que os do grupo A e B (p=0,001) e iguais as do 
grupo D (p=0,711), porém, em todos os grupos, número e a densidade 
axonal foram menores que do grupo N (p≤0,003). Não houve diferença na 



 

 

 

média dos diâmetros entre os grupos operados (p≥0,007), somente quando 
comparados com o grupo N (p<0,001). 
CONCLUSÕES: As CMEMi assim como as CMEMd beneficiaram a 
regeneração do ramo mandibular do nervo facial de ratos Wistar, contudo, 
as CMEMi apresentaram resultados funcionais e histológicos melhores que 
as CMEMd. 
 
Descritores: Nervo Facial, Células-Tronco, Regeneração Nervosa, Células 
de Schwann, Ratos, Wistar, Eletromiografia, Condução Nervosa, Histologia 
Comparada. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

ABSTRACT 
 
 
 

Salomone R. Regenereation of the mandibular branch of rats' facial 
nerve regenereation after implanting undifferenciated mesenchymal 
stromal multipotent cells and differenciated Schwann-like cells in vitro 

[thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 
2012. 
 
 
 
INTRODUCTION: Facial nerve performs an important function in different 
physiological activities in the organism, however, functional disturbances of 
such nerve may also attack a person’s mind, causing expressive changes in 
their self-image, interfering in professional life and aggravating their quality of 
life. Severe lesions in the facial nerve (neurotmesis) present poor functional 
results even when early treated. With recent discovering of the stem cells, 
undifferentiated multipotent stem cell (uMSC) from mesenchymal stroma or 
differentiated to Schwann cell-like (dMSC) can be a better perspective to 
treat severe lesion of the facial nerve. 
OBJECTIVES: The objective of this study is to evaluate the functional and 
histological improvement of the mandibular branch after neurotmesis and 
implantation of the uMSC and dMSC. 
METHODS: The neurotmesis of the right mandibular branch of the facial 
nerve with a 3mm gap formation and tubulization (silicone tubing) of the 
wounded nerve area was performed in 48 Wistar rats. Four groups were 
divided according to the restoration method: empty silicone tubing (group A, 
control group); silicone tubing with non-cell gel (group B); silicone tubing with 
non-cell gel and uMSC (group C) and silicone tubing with non-cell gel and 
dMSC (group D). A fifth group (N) was created from the normal nerve 
segments to perform histological evaluation. The nerve conduction study 
evaluated the functional results; quantity and quality evaluation of the distal 
and proximal segment evaluated the histological results. 
RESULTS: After six weeks, regarding functional evaluation, groups C and D 
presented larger amplitude than groups A and B (p<0.001). Group C 
presented lesser duration than groups A, B and D (p<0.001). There was little 
difference among the groups in the quality evaluation of the proximal 
segments; on the other hand, the differences in groups A and B in relation to 
groups C and D were quite expressive in the distal segments. However, 
group C, in both segments, was the one that came closer to the normal 
nerve. Regarding quantity histological evaluation of the proximal segment, 
there was no difference in the total number and in the axonal density among 
the groups (p≥0.169); there was difference only in the axonal diameters in 
groups A and B when compared to normal nerve (p<0,001). Regarding distal 
segment, axonal density and number, in group C, were higher than in group 
A and B (p=0.001) and the same as in group D (p=0,711), but number and 
axonal density were lesser than in group N (p≤0,003). There was no 



 

 

 

difference in the diameter average among the operated groups (p≥0.007), 
when only compared to group N (p<0.001). 
CONCLUSION: Both uMSC and dMSC benefited regeneration of the 
mandibular branch of the facial nerve in Wistar rats, although uMSC 
presented better functional and histological results. 
 
 
Descriptors: Facial Nerve; Stem cells; Nerve Regeneration; Schwann cells; 

Rats, Wistar; Electromyography; Neural Conduction; Histology, 
Comparative. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

 “A expressão dos sentimentos pela face é uma das habilidades mais 

singulares do ser humano, o que torna a perda dos movimentos dessa 

musculatura bastante angustiante” como cita Salomone (2011).  

O nervo facial, sétimo par craniano, desempenha um papel importante 

em diversas funções do organismo e apresenta uma anatomia bastante 

complexa. No pescoço, inerva o músculo estilo-hióide e o ventre posterior do 

músculo digástrico; na face, é o grande responsável pela motricidade da 

musculatura da mímica, abertura da válvula nasal, oclusões palpebral e 

bucal, além de lubrificar e proteger a córnea com o lacrimejamento (fibras 

parassimpáticas pré-ganglionares). No ouvido, é responsável pela eferência 

do reflexo estapediano e sensibilidade da parte posterior do canal auditivo 

externo. Já na cavidade oral, por meio de suas fibras aferentes, responde 

pela sensibilidade gustativa dos dois terços anteriores da língua e do 

controle autonômico das glândulas exócrinas (Bento et al., 1985; Bento, 

Miniti, 1989; Sweet, 1994; May, Schaitkin, 2000; Fontes et al., 2005; 

Salomone et al., 2011).  

Os distúrbios funcionais do nervo facial não causam apenas as 

alterações fisiológicas mencionadas acima. A perda súbita da expressão e 

da simetria facial na vigência da paralisia facial pode afetar também a psique 

do indivíduo, provocando mudanças significativas na autoimagem e na 



 

 

 

interação social, interferindo no rendimento profissional e piorando a 

qualidade de vida (Miniti et al., 1996; Guntinas-Lichius et al., 2007).  

Quando acometido, o nervo facial pode apresentar, de acordo com a 

classificação de Sunderland (Sunderland, 1978), cinco graus de lesão: 

neuropraxia, axoniotmese, endoneurotmese, perineurotmese e 

epineurotmese, e essas três últimas resultam da subdivisão do grupo de 

neurotmese descrito primeiramente por Seddon, em 1943. Na neuropraxia 

ocorre um bloqueio neural fisiológico por causa do aumento transitório da 

pressão intraneural que causa uma mudança da osmolaridade intracelular e 

altera a condução do impulso elétrico. Na axoniotmese ocorre a diminuição 

do retorno venoso, com formação de edema e diminuição do fluxo de 

nutrientes; já na endoneurotmese a pressão intraneural não regride, e causa 

necrose dos tubos endoneurais. A perineurotmese e a epineurotmese 

resultam da transecção total ou parcial do nervo e são consideradas lesões 

graves (May et al, 2000).  

A secção do nervo facial (neurotmese) desencadeia uma série de 

modificações em toda a unidade motora. O corpo celular sofre uma espécie 

de cromatólise não degenerativa denominada “alteração reativa”, com 

expansão do volume por aumento do metabolismo celular (Nissl, 1892). Já 

no seguimento proximal ocorre a chamada degeneração traumática, com a 

diminuição do diâmetro dos axônios (Kreutzberg, 1995) e crescimento de 

brotos axonais (May et al., 2000). O seguimento distal sofre a chamada 

“degeneração Walleriana” (DW), caracterizada pela desintegração e 

reabsorção total deste segmento por células de Schwann (CS) fagocitárias 



 

 

 

neoformadas (Sunderland, 1978). Na junção neuromuscular há um aumento 

da liberação de acetilcolina e nas fibras musculares os núcleos tornam-se 

arredondados e centralizados, com aumento dos nucléolos e atrofia 

progressiva (Hess et al., 1970; Ontell, 1974).  

A paralisia facial periférica (PFP), descrita por Jackson e Von 

Doersten (1999) como a mononeuropatia aguda mais comum, tem a 

denominada idiopática, também conhecida como PFP de “Bell”, como 

etiologia mais frequente (Bento et al., 1985, Bento, 1988, Bento, Miniti, 1989, 

May, Schaitkin, 2000, Bento et al., 2008; Salomone, 2011).   

Cada vez mais frequentes no cotidiano, principalmente com o 

aumento da violência e dos acidentes automobilísticos, os traumas de 

cabeça e pescoço correspondem à segunda causa mais comum de PFP 

(May, Schaitkin, 2000), sendo o nervo facial o par craniano mais comumente 

acometido nestes tipos de traumas (Turner, 1944). Fraturas do osso 

temporal, ferimentos por armas de fogo/brancas, lesões iatrogênicas 

deliberadas/acidentas são alguns exemplos de traumas que podem causar 

PFP (Bento et al., 1985, Bento, 1988, Bento, Miniti, 1989, Bento et al., 2008; 

Salomone, 2011). Ainda, segundo Bento et al. (1985), 57% dos casos de 

PFP traumática apresentam perda de continuidade parcial ou total do nervo.  

O tratamento da PFP depende de alguns fatores como tempo de 

instalação, etiologia, local e grau de comprometimento do nervo (Salomone, 

2011). Quando o nervo facial sofre neurotmese, principalmente nos traumas 

onde há secção total ou parcial do nervo, a recuperação espontânea não é 



 

 

 

esperada e os melhores resultados são obtidos com tratamentos cirúrgicos 

precoces (McGovern, 1970; May, Schaitkin, 2000). Apesar de resultados 

funcionais pobres (Lundborg et al., 1982; Yanagihara, 1982; McKennan, 

Chole, 1992; May, Schaitkin,  2000; Hall, 2005; Millest, 2005; Grosheva et 

al., 2008a, b; Satar et al., 2009; Cho et al., 2010), a sutura término-terminal 

tem sido a técnica cirúrgica mais eficiente e utilizada na reparação da 

neurotmese  (Millesi, 1977; Yanagihara, 1982; Bento, 1988; McKennan, 

Chole, 1992; May, Schaitkin,  2000; Keilhoff, Fansa, 2011). Contudo, nos 

casos em que essa técnica não pode ser executada, seja por dificuldade 

cirúrgica, anatômica e/ou por perda de continuidade do nervo, os enxertos 

autólogos, heterólogos e a tubulização surgem como opções (Millesi, 1977; 

Fields et al., 1989; Zhang et al., 2000). 

A técnica cirúrgica de tubulização é usada principalmente nos casos 

em que existe perda de grande extensão do nervo e permite que o broto 

axonal cresça direcionado ao segmento distal, assim como sua mielinização 

(Doolabh et al., 1996; Battiston et al., 2005). Os conduítes utilizados na 

tubulização podem ser de origem biológica ou sintética, contendo ou não 

substâncias adicionais, como fatores de crescimento e/ou medicações. 

Estes conduítes já foram largamente estudados e seus benefícios estão bem 

sedimentados (Fields et al., 1989; Battiston et al., 2005; Wang et al., 2011). 

Contudo, mesmo com os avanços nas técnicas de microcirurgia reparadora 

com ou sem o uso de conduítes, os resultados funcionais permanecem 

longe do ideal (Lundborg, 1982; Yanagihara, 1982; McKennan, 1992; 

Vaughan, Richardson, 1993; Ferreira et al., 1994; May, Schaitkin,  2000; 



 

 

 

Hall, 2005; Guntinas-Lichius et al., 2007; Shieh et al., 2007; Grosheva et al., 

2008a, b; Satar et al., 2009; Cho et al., 2010) e a ocorrência da “síndrome 

pós-paralítica” (paresias, sincinesias, alterações de reflexo e tônus) segue 

como sequela inevitável (Kimura et al., 1975; Bento, Miniti, 1993; Kerrebijn, 

Freeman, 1998; May, Schaitkin,  2000; Guntinas-Lichius et al., 2007; Sun et 

al., 2001b). 

A regeneração é um fenômeno básico da vida e o tecido nervoso não 

é uma exceção; porém, os neurônios, por serem células muito 

especializadas, apresentam regeneração mais complexa e difícil se 

comparada a células de outros tecidos (Dong, Yi, 2010).  

No sistema nervoso periférico, ao contrário do sistema nervoso 

central, o sucesso da regeneração neural depende do suporte dado pelas 

CS, formando as chamadas bandas de Bürgner, mielinizando as fibras 

axonais neo-formadas, produzindo fatores neurotróficos, moléculas de 

adesão, citocinas e/ou estruturas juncionais (Martini, 1994; Dubey, 1999; 

May, Schaitkin, 2000; Hall, 2001; Dezawa et al., 2001; Dezawa, 2002). No 

entanto, a proliferação de CS endógenas, provenientes dos segmentos, é 

insuficiente para suprir a demanda necessária no processo de regeneração 

neural, tornando importante uma complementação exógena (Sulaiman, 

Gordon, 2000; Dezawa, 2002; Wang et al., 2011). Com o objetivo de suprir 

esta demanda, diversas fontes alternativas de CS têm sido estudadas, como 

células-tronco do folículo capilar (Amoh et al., 2005), células-tronco 

derivadas do tecido adiposo (Santiago et al., 2009; Summa et al., 2010; Sun 



 

 

 

et al., 2001a, b), células-tronco da crista neural (Aquino et al., 2006), células-

tronco embrionárias (Lin et al., 2008a, b) entre outras.  

O enxerto de nervo autólogo, além de ser uma alternativa cirúrgica, 

também é uma possível fonte de CS, porém usá-lo apresenta algumas 

desvantagens como: dificuldade de cultura e baixa proliferação in vitro, 

limitação do número de nervos periféricos disponíveis, além de cicatrizes e 

da inevitável sequela neural na área doadora (Nishiura et al., 2004; Zhang et 

al., 2008; Yang et al., 2008; Shi et al., 2009; Dong, Yi, 2010). Já as CS 

originárias de nervos heterólogos sofrem rejeição, tornando necessária a 

imunossupressão do tecido receptor (Chen et al., 2006a, b). Todos esses 

fatores corroboram para a criação de outras possíveis fontes de CS. 

As células do estroma da medula óssea são sabidamente células-

tronco multipotentes (Prockop, 1997; Pittenger et al., 1999) e satisfazem os 

requisitos para um transplante ideal de células: fácil acesso, rápida 

expansão in vitro e imunigenicidade baixa (Pittenger et al., 1999; Uccelli et 

al., 2006; Wang et al., 2011). Além disso, quando devidamente cultivadas, as 

células-tronco mesenquimais, cuja denominação correta é células 

multipotentes do estroma mesenquimal (CMEM), possuem a capacidade de 

se diferenciar em células de várias linhagens, inclusive ectodérmica, e 

expressar o fenótipo de CS, tornando-se uma alternativa excelente para 

aquisição de CS exógenas (Prockop, 1997; Woodburg et al., 2000; Zhang et 

al., 2004). 

 



 

 

 

Diante do exposto acima, a terapia regenerativa com células-tronco, 

recém descoberta, foi o estímulo para testar a hipótese seguinte: As células 

multipotentes do estroma mesenquimal indiferenciadas e/ou diferenciadas in 

vitro que apresentam o fenótipo de células de Schwann são uma alternativa 

real para o tratamento de lesões graves do nervo facial?  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo primário 

Avaliar por meio de potenciais de ações musculares compostos 

obtidos com o teste de neurocondução motora (eletroneuromiografia), a 

regeneração do ramo mandibular do nervo facial de ratos, após neurotmese 

e implantação de células multipotentes do estroma mesenquimal 

indiferenciadas e diferenciadas in vitro que apresentam fenótipo de células 

de Schwann. 

 

   2.2 Objetivos secundários  

Avaliar diferentes aspectos histológicos qualitativos (quantidade de 

fascículos, arranjo axonal e neoangiogênese) e quantitativos (diâmetro, 

quantidade e densidade dos axônios mielinizado) da regeneração do ramo 

mandibular do nervo facial de ratos, após neurotmese e implantação de 

células multipotentes do estroma mesenquimal indiferenciadas e 

diferenciadas in vitro que apresentam fenótipo de células de Schwann. 

 

 

 

 



 

 

 

3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

3.1 Modelo animal 

 

Szal e Miller (1975), Aldskogius et al. (1980) e Spector et al. (2000) 

referem que por causa de seu longo trajeto intra-ósseo, a resposta 

regenerativa do nervo facial não é semelhante a de outros nervos 

periféricos.  

De acordo com inúmeros autores, o nervo ciático de ratos é um dos 

modelos animais mais utilizados para o estudo experimental da regeneração 

do nervo periférico por causa de sua longa extensão e facilidade de assesso 

(Lundborg, Longo, 1982; Seckel et al., 1984; De Medinaceli, Seaber, 1989; 

Buttemeyer et al., 1995; Lewin et al., 1997; Mohammad et al., 2000; Dezawa 

et al., 2001; Murakami et al., 2003; Keilhoff et al., 2006; Yang et al., 2011, 

Dadon-Nachum et al., 2011).  

 Segundo Mattox e Felix (1987) o nervo ciático divide-se em fascículos 

logo após emergir do sacrum, podendo causar alterações nos resultados 

funcionais e histológicos. 

Segundo Mattox e Felix (1987), Borin et al. (2006) e Salomone et al. 

(2012) todos os modelos animais utilizados para o estudo da regeneração do 

nervo facial apresentam vantagens e desvantagens. Esses autores referem 

que animais grandes como porcos, ou médios como gatos, coelhos e 

cobaias apresentam dificuldade de manuseio, manutenção, custo alto, 



 

 

 

resistência baixa e tolerabilidade anestésica baixa além de não resistirem a 

paralisia facial periférica bilateral. 

Bento (1988) comparou o adesivo tecidual fibrinítico e a sutura 

epineural na coaptação do nervo facial em gatos em razão da semelhança 

anatômica do nervo facial desse animal com a o do ser humano, além do 

mínimo efeito traumático que a ação cirúrgica provoca sobre o nervo na 

região mastóidea no referido felino.  

Barrs (1991) utilizou porcos em sua pesquisa sobre o tempo ideal 

para o reparo do trauma do nervo facial em razão do extenso seguimento 

vertical mastóideo que esse animal possui.  

Kinderman e Jones (1994) estudaram as mudanças induzidas pela 

axotomia nos níveis de ácido ribonucleico (RNA) ribossômico dos neurônios 

motores do nervo facial de hamsters do gênero feminino e concluíram que a 

regeneração dos motoneurônios do nervo facial sofre influência do ciclo 

hormonal feminino. 

Costa (2003) realizou estudo experimental sobre a regeneração pós-

traumática do nervo facial em coelhos em função da conhecida e típica 

reação microbiológica pós-traumática que ocorre no nervo facial desses 

animais, além da semelhança anatomo-topográfica com o do ser humano.  

Borin et al. (2006) em seu estudo comportamental e histológico da 

regeneração do nervo facial em ratos, referiu-se aos ratos Wistar como 

“animais amplamente utilizados no estudo do nervo facial” pois são de fácil 

aquisição e manejo, toleram bem a paralisia facial mesmo essa sendo 



 

 

 

bilateral, possibilitam alojamento em gaiolas coletivas, bem como 

apresentam facilidade de anestesia e resistência a infecções. 

 

3.2 Anatomia e histologia do nervo facial de ratos 

 

Donaldson (1924), em seu livro exibe todos os parâmetros 

metabólicos e de crescimento de ratos. 

Os autores Greene (1955), Wingerd (1988) e Gheorghe (2001) em 

seus livros descrevem detalhadamente a anatomia dos ratos utilizados em 

pesquisas experimentais. 

Anatomicamente, o nervo facial de ratos Wistar emerge do forame 

estilomastoídeo, na parte lateral do crânio. O primeiro ramo, auricular 

posterior, é responsável pela inervação da musculatura auricular e emerge 

logo após este forame, o que dificulta acessá-lo sem retirar parte do osso 

temporal (Greene, 1955; Hebel, Stromberg, 1976; Mattox, Felix, 1987).  

De acordo com Greene (1955), Hebel e Stromberg (1976) e Mattox e 

Felix (1987) o tronco do nervo facial, seguimento que vai desde o ramo 

auricular posterior até o início de sua bifurcação cervical e cervical posterior, 

mede aproximadamente 6mm e é facilmente visualizado ântero-

inferiormente, passa  entre o músculo tapezius e o canal auditivo externo. As 

artérias occipital e póstero-auricular passam abaixo do ponto médio deste 

segmento e são separadas do nervo por uma fáscia muito fina.  



 

 

 

Greene (1955), Guntinas-Lichius et al. (2005) e Grosheva et al. 

(2008b) descrevem o ramo mandibular do nervo facial que se bifurca em sua 

extremidade final e resulta em ramos terminais apenas para o músculo do 

lábio inferior.  

O rato não possui veia jugular interna, por isso toda a drenagem 

venosa da cabeça ocorre por tributárias da veia jugular externa, a qual passa 

lateral à maioria dos ramos (Greene, 1955; Hebel, Stromberg, 1976; Mattox, 

Felix, 1987).  

Os ramos temporal e zigomático podem emergir tanto do tronco do 

nervo facial quanto do ramo bucal e não são muito utilizados em estudos 

experimentais, pois possuem um padrão complexo de anatomia, e se 

interlaçam com tributárias da veia jugular externa, além de posicionados 

próximos aos olhos (Greene, 1955; Hebel, Stromberg, 1976; Mattox, Felix, 

1987). 

De acordo com Hebel e Stromberg (1976), e Mattox e Felix (1987) o 

segundo ramo do nervo facial, cervical posterior, é o menor e primeiro ramo 

da divisão. O ramo cervical, terceiro ramo do nervo facial, é o mais posterior 

e inferior dos ramos, passa na parte inferior da veia jugular externa. O quinto 

ramo, o bucal, segue entre os músculos masseter e temporalis e passa 

abaixo do olho e seguindo em direção ao nariz.  

Hebel e Stromberg (1976), Dörfl (1982), Semba e Egger (1986), Mattox 

e Felix (1987) e Hadlock et al. (2005) referem que as divisões finais do ramo 

mandibular de ratos Wistar inervam tanto fibras musculares do lábio inferior 



 

 

 

quanto do superior. 

Dörfl (1982), Klein e Rhoades (1985), Semba e Egger (1986) citam 

que a porção infratemporal do nervo facial de ratos é puramente motora 

assemelhando-se a outros nervos periféricos. 

Segundo Semba e Egger (1986) o padrão de ramificação do nervo 

facial de ratos não difere entre os roedores e assemelha-se bastante ao dos 

gatos, cachorros e outros mamíferos.  

Mattox e Felix (1987) referem que as respostas dos estudos da 

regeneração do nervo facial de ratos podem não refletir exatamente a 

situação clinica humana na qual a regeneração dos nervos têm menos 

escolha de direção do crescimento, uma vez que tenham entrado em 

fascículos. 

Mattox e Felix (1987) realizaram um estudo sobre a anatomia 

cirúrgica do nervo facial de ratos Wistar no qual descrevem algumas 

vantagens de sua utilização como similaridade anatômica com os de muitos 

outros mamíferos não primatas, ramos periféricos que repousam sobre a 

fáscia que recobre os músculos da face, no tecido subcutâneo, facilitando 

sua visualização e dissecção. 

Ainda, de acordo com Mattox e Felix (1987) o nervo facial de ratos, 

assim como em outros roedores, passa abaixo, e não através da glândula 

parótida, ajudando seu deslocamento e individualização. Esses autores 

descrevem o ramo mandibular do rato Wistar, como “o mais óbvio dos 

ramos”, facilmente identificado que cruza a parte baixa da porção central do 



 

 

 

músculo masseter. Com extensão de 15mm, suas possíveis ramificações 

iniciam-se somente após 10-12mm, e permitem a realização de cirurgias e 

alinhamento do enxerto sem alterar os resultados funcionais e histológicos. 

Além disso, os autores citam que histologicamente, o tronco do nervo facial 

de ratos Wistar é monofascicular, apresentando em média 4650 (±256) 

axônios. 

O ramo mandibular apresenta 1862 axônios e uma pequena variação 

(±359), o que ajuda na utilização de poucos animais por experimento. A 

quantidade total de axônios em cada feixe não varia mais que 5%, e a média 

da diferença da quantidade dos axônios entre os lados é de 15%, e não 

ultrapassa 33%. Seus fascículos, de 3 a 5, são envoltos por tecido conectivo 

perineural e só são visualizados microscopicamente após a identificação 

macroscópica (Mattox, Felix, 1987). 

Segundo alguns autores, nos ratos, os axônios dos nervos periféricos 

podem formar pontes de até 10 mm (Labrador et al., 1988, Lundborg et al., 

1994; Evans, 2000; Grosheva et al., 2008a, b). 

May e Schaitkin (2000) descrevem que em humanos, o diâmetro dos 

axônios do nervo facial medem entre 3µm e 20µm e a distância entre os 

nódulos de Ranvier varia de 0,1mm a 1,8mm. 

Segundo Costa et al. (2012) em estudo sobre a histologia do ramo 

mandibular do nervo facial de ratos relatam que a densidade parcial média 

dos axônios dos segmentos distais e proximais foram, respectivamente 

0,18±0,02 e 0,19±0,02 axônios/µm2. Os autores não observaram diferenças 



 

 

 

estatisticamente significativas entre os lados (p=0,248; p=0,533) e nem entre 

os segmentos proximais e distais (p=0,859; p=0,182). Além disso, referem 

que a área estudada (9.000m2) corresponde a mais de 90% do nervo total. 

 

 

3.3 Técnicas cirúrgicas de reparação do nervo facial  

 

Bunke e McLean (1971) especificam que a agulha usada em técnica 

cirúrgica de reparação do nervo facial deve ser curva e do tamanho 6 para 

não interferir nos resultados da sutura neural. 

Hueter, em 1873 (apud Bento, 1988), foi o primeiro a obter algum 

sucesso na reparação cirúrgica de um nervo (Hueter, 1873; Bento, 1988). 

Conforme os relatos de Szal e Miller (1975), não se pode usar fios de 

sutura maiores que 10-0 na realização da sutura neural por causa do 

tamanho dos fascículos do nervo facial.  

A sutura término-terminal é considerada a técnica “padrão ouro” de 

reparação neural desde 1873 (Millesi, 1977; Yanagihara, 1982; Bento, 1988; 

McKennan, Chole, 1992; May, Schaitkin, 2000; Keilhoff, Fansa, 2011). 

Autores como Bunelli (1978) e Bento (1988) referem que a primeira 

descrição de um ato cirúrgico sobre um nervo data do século XIII e foi 

realizado por Saliceto.  

Crumley (1980) menciona que os melhores resultados em coaptações 

do nervo facial foram  obtidos  com  suturas  perineurais  que  utilizavam  fio 



 

 

 

mononylon 10-0.  

Segundo Lundborg (1982), Yanagihara (1982), McKennan (1992),  

May et al. (2000), Hall (2005), Millest (2005), Grosheva et al. (2008 a, b), 

Satar et al. (2009) e Cho et al. (2010) os resultados funcionais obtidos com a 

sutura término-terminal permanecem insatisfatórios até os dias atuais. 

De acordo com Barrs et al. (1984), Liu et al. (2007) e Satar et al. 

(2009), quando é realizada por mãos experientes, os resultados da sutura 

término-terminal não ultrapassam o grau III da escala House-Brackmann 

(HB). 

Conforme Weiss (1944) (apud Le Beau, 1988) na tubulização, um 

espaço curto deixado entre os cotos seria benéfico para a regeneração, pois 

permitiria a formação de um coágulo neste local. Estudos histológicos do 

autor mostraram que, sob tensão, o coágulo produz filamentos de fibrina 

orientados de forma linear, além de outros materiais, de modo a colmatar as 

extremidades cortadas e ajudar no crescimento dos cones de forma 

adequada. Pesquisas recentes com a técnica de microscopia eletrônica 

confirmaram que a matriz não celular do material, que é condensada a partir 

de fluidos secretados para dentro do tubo, forma uma espécie de “andaime”, 

essencial para o desenvolvimento de elementos primários, necessários para 

a regeneração neural do segmento rompido (Le Beau et al., 1988). 

Fileds (1989) define a técnica de tubulização como a “introdução das 

extremidades proximal e distal de um nervo seccionado em uma estrutura 

tubular, que pode ou não conter substâncias e/ou outros adjuntos para fins 



 

 

 

experimentais ou para promover a cura”. Ele também afirma que na 

tubulização pode ser necessária a realização de sutura, o que corrobora 

para ancoramento do nervo ao tubo ou para manter os segmentos proximal 

e distal do nervo em justaposição. Esse autor ainda relata que a vantagem 

da aplicação dessa sutura nas extremidades dos tubos está na preservação 

da correspondência entre os fascículos do segmento proximal e distal. 

A tubulização apresenta algumas vantagens como proteção contra 

compressão, orientação mecânica das fibras em crescimento, confinamento 

dos fatores neurotróficos, redução da invasão de células do tecido 

conjuntivo, direcionamento longitudinal dos vasos intraneurais, diminuição da 

formação de neuromas, além de dificultar o deslocamento e/ou rotação dos 

segmentos do nervo. Outra vantagem é a de proporcionar um meio de 

administração e coleta de substâncias, fornecendo uma câmara 

experimental in vivo, que pode ser usada para estudos morfológicos, 

bioquímicos e fisiológicos da regeneração nervosa. (Fileds, 1989)   

De acordo com Spector (1991), a técnica cirúrgica de tubulização 

evoluiu espontaneamente no meio do século XX. 

Para Doolabh et al. (1996), Battiston et al. (2005) a técnica de 

tubulização é indicada nos casos em que há perda de grande extensão de 

nervo, e permite que o broto axonal cresça direcionado ao segmento distal, 

bem como que ocorra sua mielinização. 

Autores como Millesi (2000), Zhang et al. (2008), Ladak et al. (2011), 

Sun et al. (2001) e  Keilhoff e Fansa (2011) indicam o enxerto autólogo para 



 

 

 

casos em que há perda de contiguidade do nervo, e não é possível realizar a 

sutura término-terminal; também serve como fonte endógena de CS.  

Segundo Dezawa (2002), Hu et al. (2005), Yang et al. (2008), Shi et 

al. (2009), Fang et al. (2010), Wang et al. (2011) e Keilhoff e Fansa (2011) o 

uso de enxerto autólogo apresenta inúmeras desvantagens, como escassez 

de fonte doadora, resultados insuficientes, além de trazer sequelas neurais 

inevitáveis ao doador.    

Galeno, em 200 a.C. (apud Costa, 2003), foi o primeiro a relatar a 

possibilidade de regeneração de um nervo lesado.  

Costa (2003) descreve que Argino, em 600 d.C., foi o primeiro a 

realizar uma neurorrafia. 

Calyan (2006) cita que, quando é necessário usar enxerto autólogo 

para a reparação cirúrgica do nervo facial, os resultados funcionais variam 

entre IV-III da escala House-Brackmann. 

Segundo Keilhoff e Fansa (2011) o uso de aloenxertos é restrito, pois 

em geral são rejeitados e requerem imunossupressão continua.  

 

 

3.4 Conduítes 

 

Glück, em 1880, foi o primeiro a usar um conduíte (dreno cirúrgico) de 

osso, na tentativa de reparar um nervo dividido, porém, não obteve sucesso. 



 

 

 

Em 1881, Glück experimentou usar conduítes de outros materiais como: tiras 

de couro dinamarquês, feixes de categute, fragmentos de músculo e pele.  

Vanlair (1882) instituiu uma série de estudos experimentais utilizando 

drenos cirúrgicos de osso descalcificado para reparar descontinuidades de 

nervos ciáticos de cães, que mediam 3cm, e constatou substituição do tecido 

ósseo por fibras regeneradas distais à lesão.  

Von Büngner (1891, 1893) utilizou artéria braquial e Notthaft (1893) 

artéria aorta de coelhos na tentativa de reparação neural.   

 Weiss (1944) descreveu 20 tipos diferentes de revestimento do sítio 

da sutura, usados entre 1880 e 1943. Entre eles havia pergaminhos, penas e 

tântalo.  

Segundo Weiss (1944), Ducker e Hayes (1968) e Szal e Miller (1975) 

conduítes com espessura de 0,066-0,005 polegadas, por causa de sua 

elasticidade, associam-se com a diminuição de neuromas. 

Autores como Campbell e Luzio (1964), Hirasawa e Marmor (1967), e  

Ducker e Hayes (1968) relatam que tubos muito curtos não conseguem  

permanecer na posição do sítio de reparação. Por outro lado, envoltórios 

muito extensos, que medem 8-9mm (Campbell, Luzio, 1964), 10mm 

(Hirasawa, Marmor, 1967) e  40mm (Ducker, Hayes, 1968), podem interferir 

no suprimento sanguíneo causando necrose, diminuição na condução neural 

ou desconexão das fibras axonais.  

As dimensões do tubo podem afetar significativamente a  regeneração 



 

 

 

do nervo, independente de que material esse conduíte é produzido. Por isso, 

o tubo de silicone deve ser relativamente curto e largo para que as 

condições sejam favoráveis ao crescimento neural (Ducker, Hayes, 1968). 

De acordo com Ducker e Hayes (1968) tubos muito finos podem 

colabar e estenosar.  

O diâmetro dos conduítes de silicone deve ser duas vezes e meia a 

três vezes mais largo que o diâmetro do nervo seccionado, para permitir a 

formação de edema sem que haja lesão estrutural (Ducker, Hayes, 1968). 

Ducker e Hayes (1968) concluíram que o tubo de silicone seria o 

melhor material para a reparação de nervos periféricos após estudarem a 

reparação de lesões do nervo periférico de cães e chimpanzés, e 

compararem os envoltórios de silicone com Millipore®
 (EMD Millipore 

Corporation, Billerica, MA, EUA), além de demonstrarem que os tubos de 

silicone são bem tolerados em chipanzés, mesmo após 3 anos da 

implantação. 

Szal e Miller (1975) descrevem que veias e tubos de silicone, usados 

durante a coactação neural, interferem na regeneração dos segmentos e 

causam a diminuição do crescimento axonal por causa da diminuição do 

espaço e possíveis estenoses. 

Segundo Chiu et al. (1982), Fields et al. (1989) e Spector (1991), o 

tubo de silicone é inerte, elástico e transparente; por isso é o conduíte 

artificial mais utilizado.  



 

 

 

Fields et al. (1989) citam a utilização conduítes confeccionados com  

diversos tipos de materiais como: aço inoxidável, traqueia, ágar, peritônio, 

caseína, colágeno, dura mater, epineuro, fáscia, gordura, gaze, gelatina, 

vidro, magnésio, mesotélio, fibra de celulose, policarbonatos, poliéster, 

polietileno e policloreto de vinil, entre outros. 

 

 

3.5 Células de Schwann  

 

 Em 1939, Theodor Schwann foi o primeiro a descrever as CS, que, 

em homenagem a esse fisiologista de origem alemã, receberam seu 

sobrenome. 

As CS dão suporte ao nervo lesado, por isso, o transplante destas 

células contribui para um melhor resultado regenerativo se comparado à 

simples liberação de fatores de crescimento (Hall, 1978; Ide, 1996; Fansa et 

al., 1999; Bhatheja, Field, 2006; Madduri, Gander, 2010; Muir, 2010; 

Schmitte et al., 2010; Keilhoff et al., 2011). 

Segundo Windebank et al. (1985), a expressão do gene responsável 

pela mielinização reflete diretamente a capacidade das CS em produzir 

mielina. Ainda, segundo esses autores, se o diâmetro do axônio regenerado 

for menor que 0,7µm ou a interação entre axônio e CS formadora de mielina 

não for estabelecida, o processo de mielinização não ocorrerá.  

Os autores Fawacett e Keynes (1990), Hall et al. (2001) e Dezawa et 



 

 

 

al. (2002) referem-se à mielinização como o que determina a qualidade da 

regeneração axonal e, por consequência, a recuperação funcional.   

No início do processo de regeneração, uma CS envolve vários 

axônios; já no final, cada CS envolve apenas um axônio (Fawacett, Keynes, 

1990; Hall et al., 2001; Dezawa et al., 2002). 

Fawacett e Keynes (1990), Torigoe et al. (1996), May e Schaitkin 

(2000) e Hall et al. (2001) descrevem como principais características da 

degeneração Walleriana  a proliferação e a ativação das CS remanescentes 

dentro do segmento distal,  o que resulta na formação de cordões de CS. 

Segundo Guenard et al. (1992), Caddick et al. (2006), Chen et al. 

(2006 a, b), Lin et al. (2008b) e Cho et al. (2010), o grande obstáculo ao 

utilizar as CS na pratica clínica está em conseguir quantidade suficiente de 

CS autólogas, pois as CS alogênicas sofrem rejeição imunológica.   

As CS também são responsáveis por formação das junções 

comunicantes e de oclusão, as quais servem como locais de aderência e 

ligação mecânica, estabilizam o contato e facilitam o tráfego de substâncias 

entre o axônio em regeneração e as CS, e tornam estável a interação entre 

estas células (Dermietzel, Spray, 1993; Dezawa et al., 1998; Dezawa, 

Adachi-Usami, 2000). Segundo Dezawa (2002), as junções comunicantes 

formam uma linha direta para o tráfego de pequena, porém importante, 

quantidade de fatores intracelulares.  

Bolin e Shooter (1993) descrevem a relação reguladora íntima 

existente entre as CS e os axônios. Axônios desmielinizados enviam sinais 



 

 

 

que agem regulando os genes que controlam a diferenciação e a 

proliferação da CS. Em contrapartida, as CS enviam sinais que regularizam 

a expressão gênica e os sinais intracelulares dos axônios. Quando esta 

relação estreita axônio-CS é prejudicada por uma lesão e subsequente 

degeneração Walleriana, as CS rapidamente diminuem a expressão do gene 

de mielinização e aumentam as afinidades dos receptores de neurotrofina 

p75, proteína 43 associada ao crescimento (GAP-43), além de 

desdiferenciarem-se e dividirem-se (Hall et al., 2001).  

Muitos autores sugerem que as CS sejam um dos componentes mais 

importantes do processo de regeneração do nervo periférico (Martini, 1994; 

Bunge, 1994; Ide, 1996; Dubey et al., 1999; Dezawa et al., 2001; Hall et al., 

2001; Dezawa, 2002; Mosahebi et al., 2003; Bhatheja, Field, 2006; Cui, 

2006; Cui et al., 2008; Lin et al., 2008a, b; Webber, Zochodne, 2010; 

Madduri, Gander, 2010; Krekoski et al.,  2001; Hall et al., 2001; Wang et al., 

2011). 

Os processos de degeneração Walleriana e posterior regeneração 

neural são acompanhados pela proliferação e ativação das CS, as quais 

produzem vários tipos de fatores neurotróficos, moléculas de adesão, 

estruturas juncionais e citocinas, além de remover os restos de mielina e 

formar as chamadas bandas de Büngner (colunas que servem tanto como 

orientação para o crescimento axonal quanto para produzir e estocar 

moléculas de adesão) (Martini et al., 1994; Bunge, 1994; Ide, 1996; Dubey et 

al., 1999; May, Schaitkin, 2000; Hall et al., 2001; Dezawa et al., 2002; 

Mosahebi et al., 2003; Nishiura et al., 2004; Bhatheja, Field., 2006; Cui., 



 

 

 

2006; Lin et al., 2008a, b; Zhou et al., 2008; Webber, Zochodne, 2010; 

Madduri, Gander, 2010; Cho et al., 2010; Krekoski et al., 2001). 

As CS desnervadas expressam uma longa gama de moléculas de 

adesão celular que atuam via receptores de membrana como as moléculas 

de adesão celular neuronal (NCAM), L1-N-cadherin e integrinas (α-1, α-6- β-

1 e β1-integrina) (Martini, 1994; Ide, 1996). Algumas dessas moléculas 

podem também ser encontradas nos cones de crescimento axonal e na 

interface das CS, por um longo período durante a regeneração neural, 

mediando e anexando as membranas basais dos axônios a estas células 

(Martini, 1994; Ide, 1996; Mahanthappa et al., 1996). Algumas moléculas 

extracelulares produzidas pelas CS, como fibronectina, laminin γ, tenacin e 

merosin/laminin-2, também são reconhecidas por auxiliarem os axônios 

lesados a se anexarem e se estenderem. (Agius, Cochard, 1998; 

Chernousov, Carey, 2000). Ocorrida a reinervação, as CS cessam sua 

divisão e diminuem a expressão destas moléculas (Hall et al., 2001; 

Dezawa, 2002). 

Von Bartheld (1998), Abe et al. (2001) e Hall (2001) acreditam que os 

fatores neurotróficos sejam a chave para a regularização e modulação da 

sobrevivência neuronal. Segundo esses autores, as CS produzem vários 

tipos de fatores tróficos e receptores, incluindo neurotrofinas, fator 

neurotrófico ciliar (CNTF), fator de transformação do crescimento (TGF), 

fator de crescimento fibroblástico básico (bFGF) e fator neurotrófico derivado 

de uma linha de células da glia (GDNF), os quais atuam via receptor de 

membrana, contribuindo para a regeneração axonal.  



 

 

 

May e  Schaitkin (2000) e Dezawa (2002) e descrevem que após uma 

lesão, o nervo periférico inicia uma conhecida cascata de eventos celulares 

e moleculares nos seguimentos proximal, distal e no local da lesão, 

evidenciando a direta e dinâmica participação das CS no processo de 

degeneração e regeneração neural.  

De acordo com Garbay et al. (2000), Dombrowski et al.  (2006) e 

Wang et al. (2011), os principais eventos da regeneração do nervo periférico 

são a extensão axonal e sua mielinização, que requerem o envolvimento 

longitudinal do axônio por CS. 

Autores como Millesi (2000), Zhang et al. (2008), Ladak et al. (2011),  

Sun et al. (2001) e  Keilhoff e Fansa (2011) indicam o enxerto autólogo para 

casos em que há perda de contiguidade do nervo, e não é possível realizar a 

sutura término-terminal; o enxerto autólogo também serve como fonte 

endógena de CS.  

Próximo ao local da lesão, os danos ocorridos nos axônios 

influenciam na via de sinalização intracelular, que induz a expressão de 

vários genes relacionados à emergência de células, incluindo c-fos e c-jun 

(Soares et al., 2001), os quais estão relacionados com a formação dos 

cones de crescimento. Os cones usam os túneis formados pelas CS como 

orientação para o crescimento das fibras (Mahanthappa et al., 1996; May et 

al., 2000; Dezawa et al., 2002). 

No local de lesão e no seguimento distal, inicia-se a chamada 

degeneração Walleriana. No início deste processo os axônios degenerados 



 

 

 

e a bainha de mielina são fragmentados e fagocitados pelas CS e por 

macrófagos originários de outros locais (Dezawa et al., 2002). Esses autores 

ainda referem que as CS são capazes de reconstruir a mielina após a 

indução da regeneração axonal. 

De acordo com Dedkov et al. (2002), as CS que perdem o contato 

com o nervo diminuem progressivamente a habilidade de ajudar no processo 

de regeneração neural.  

Segundo Dezawa et al. (2002), após uma lesão, as CS nativas, já 

totalmente diferenciadas, mudam rapidamente sua estrutura e suas 

características, tornando-se indiferenciadas e iniciando sua proliferação. 

Boyd e Gordon (2003), Shi et al. (2009) e Barras et al. (2009) relatam 

que o GDNF é crucial para a manutenção e sustentação do neurônio motor 

do nervo facial e que, com a permanência da denervação, as CS perdem a 

capacidade de secretar este fator. 

Shi et al. (2009) afirma que as CS são de cultivo difícil e apresentam 

proliferação in vitro baixa. 

Keilhoff e Fansa (2011) refere-se a possibilidade da regeneração 

neural ser limitada não apenas pelas CS, mas também por cicatrizes, fibras 

incompatíveis ou crescimento aberrante das fibras regeneradas. 

 

 



 

 

 

3.6 Células multipotentes do estroma mesenquimal  

A presença de células-tronco não hematopoiéticas na medula óssea 

foi sugerida, primeiramente, pelas observações realizadas pelo patologista 

Alemão Cohnheim, em 1867 (apud Prockop, 1997). Goujon (1869, apud Sell, 

2003) foi o primeiro a documentar a presença de células mesenquimais 

progenitoras na medula óssea. 

Em 1924, o morfologista russo Alexander A. Maximow (apud Sell, 

2003) identificou no mesenquima um tipo singular de célula, a qual se 

diferenciava em diversos tipos de células sanguíneas. 

No ano de 1963, os cientistas Ernest A. McCulloch e James Til 

citados por Prockop (1997) revelaram a natureza clonal das células da 

medula óssea. Alguns anos mais tarde, Friedenstein et al. (1970a, b) 

publicaram dois ensaios ex vivo, analisando o potencial de clonagem das 

células multipotentes da medula.  

A primeira apresentação formal de células-tronco residentes na 

medula óssea foi publicada por Owen, em 1978. Contudo, somente em 

1997, Prockop (1997) conseguiu isolar e demonstrar a diferenciação das 

células da medula óssea em osteoblastos, condroblastos, adipócitos e 

mioblastos. 

Owen (1978) descreve células-tronco como células que possuem a 

capacidade de dividir-se, dando origem a células semelhantes às suas 

progenitoras. Segundo Beresford (1989), célula-tronco é um tipo especial de 

célula que tem a capacidade única de se autorrenovar e dar origem a células 



 

 

 

especializadas. Caplan (1991) define células-tronco como células que 

apresentam três características: autorrenovação, habilidade de se diferenciar 

em outros tipos celulares e capacidade in vivo de reconstruir um tecido novo. 

Caplan (1991) e Gimble et al. (2008) definem células-tronco 

mesenquimais como células-tronco não hematopoiéticas multipotentes 

presentes em vários tecidos adultos. 

Em 1992, Reynolds e Weiss (1992) isolaram células do striatum do 

cérebro de um rato adulto capazes de se dividir, crescer e multidiferenciar-

se, o que derrubou a teoria tradicional de que as células neurais não são 

capazes de se regenerar.  

De acordo com Prockop (1997), as células-tronco mesenquimais são 

elementos do tecido conjuntivo que fornecem suporte estrutural e funcional 

para hematopoese e que, recentemente, foram reconhecidas como células 

progenitoras capazes de diferenciar-se em tecidos.  

Segundo Pittenger et al. (1999), Hori et al. (2003) e Uccelli et al. 

(2006a, b) as células-tronco mesenquimais apresentam imunigenicidade 

baixa, e são capazes de sobreviver em ambientes não imunes. 

Woodburg et al. (2000), Cuevas et al. (2002), Barcelos et al. (2003) 

Gomillion e Burg (2006), Cho et al. (2010) e Sun et al. (2001a, b) relatam 

que as CMEM indiferenciadas, assim como as diferenciadas, são capazes 

de secretar fatores neurotróficos, proporcionando um microambiente 

favorável para a sobrevivência das células neurais, estimulando e apoiando 

o crescimento, a maturação e a diferenciação das CS. 



 

 

 

De acordo com Shi et al. (2001), Dezawa et al. (2004) Dezawa et al. 

(2005) e Gimble et al. (2008), as células-tronco mesenquimais produzem 

citocinas como a IL-6, a qual sabiamente atua no processo de regeneração 

de fibras nervosas.  

Para Muschler e Midura (2002) células-tronco são células em repouso 

que apresentam duas propriedades: capacidade de divisão assimétrica e 

autorrenovação. Essa divisão assimétrica é a capacidade de uma célula-

tronco, depois de ativada por um estímulo sofrer uma divisão na qual uma 

célula permanece em repouso (estado original de repouso igual ao da célula-

mãe), e a outra origina uma célula denominada progenitora, que tem a 

capacidade de se proliferar e posteriormente diferenciar-se, formando 

tecidos maduros.  

Dezawa (2002) refere que as células-tronco mesenquimais estão 

diretamente associadas à formação de mielina das fibras regeneradas 

dentro do enxerto.  

A Sociedade Internacional de Terapia Celular (2005) atualmente 

recomenda que se use o termo “células multipotentes do estroma 

mesenquimal” para as células aderentes ao substrato plástico, isoladas da 

medula óssea e que, frequentemente, são rotuladas como células-tronco 

mesenquimais. 

Dezawa (2006) refere que, além das células-tronco das células 

hematopoiéticas, a medula óssea contém outro tipo de célula com fenótipo 

de células-tronco, as chamadas “stem-like cells”, as quais são precursoras 



 

 

 

das células não hematopoiéticas. Essas células, inicialmente, foram 

reconhecidas como células aderentes ao substrato plástico ou unidade de 

colônia formadora de fibroblastos e, só recentemente, como células-tronco 

mesenquimais ou do estroma da medula óssea (Prockop, 1997; Horwitz et 

al., 2005). 

Gnecchi e Melo (2009), Colter et al. (2000) e Keilhoff e Fansa (2011) 

relatam que as técnicas de colheita e expansão das CMEM são simples, de 

fácil reprodutibilidade e não apresentam restrições na aquisição. Além disso, 

as CMEM são capazes de interagir e sobreviver em diferentes tecidos 

hospedeiros. 

Grosheva et al. (2008 a, b) sugere que as CMEM promovem um 

enorme suporte trófico, o qual provocaria o crescimento excessivo de ramos 

colaterais advindos de vários axônios no local da lesão e, 

consequentemente, uma poli-inervação das placas motoras. 

Keilhoff e Fansa (2011), em seu trabalho de revisão, publicado em 

uma revista experimental, concluem que a terapia com células-tronco tornou-

se uma esperança real e não apenas uma “promessa vazia”. 

 

 

3.7 Caracterização celular 

 

Os marcadores de superfície utilizados para células-tronco 

mesenquimais indiferenciadas não são específicos, pois são expressos em 



 

 

 

células musculares, mesenquimais, epiteliais e também endoteliais. Por isso, 

alguns autores consideram células-tronco quando as células são positivas 

para CD29, CD 73, CD44, CD71, CD90 (Thy-1), CD105, CD106 ou CD166 e 

negativas para os marcadores da linhagem hematopoiética como CD11b, 

CD14, CD19, CD 79α, CD31, CD34, CD38, CD45, CD80, CD86 e etc. 

(Haynesworth et al., 1992; Joyner et al., 1997; Flores-Figueroa et al., 2005; 

Chen et al., 2006a, b; Calyan et al., 2006; Lin et al., 2008a, b; Gimble et al., 

2008;  Wang et al., 2011; Kohyama et al., 2011). 

As células-tronco podem ser caracterizadas por diversas formas e 

critérios, incluindo morfometria, imunofenotipagem de superfície, 

transcriptoma, perfil de citocina e proteoma (Caddick et al.; 2006; Satar et 

al., 2009).  

Dominici et al. (2006) estabeleceram três critérios para identificação 

das células-tronco mesenquimais: 1- aderência ao substrato plástico; 2- 

expressão dos antígenos de superfície positivos (≥95% de expressão) para 

CD105, CD73 e CD90, e negativo (≤2% de expressão) para CD45, CD34, 

CD14, CD11b e CD79α; e, 3- potencial multipotente de diferenciação para 

três linhagens de células: osteoblastos, adipócitos e condroblastos. 

Caddick et al. (2006), Lin et al. (2008 a ou b?), Sun et al. (2001a) e 

Wang et al. (2011) utilizam a morfometria celular como uma das formas de 

caracterização das células-tronco mesenquimais indiferenciadas e 

diferenciadas. 

Satar et al. (2009) caracterizaram as células-tronco mesenquimais 



 

 

 

indiferenciadas, usadas em sua pesquisa, apenas por morfometria celular 

(células aderidas ao substrato plástico e confluência de 70% após a 3ª 

passagem). 

Shah et al. (1996), Jessen e Mirsky (1999), Morrison et al. (1999), 

Zhang et al. (2004),  Caddick et al. (2006), Lin et al. (2008b) e Wang et al. 

(2011) consideram a expressão das proteínas GFAP, S100 e p75 

especificas de CS, as quais não são expressas em células-tronco 

indiferenciadas.  

Segundo Lin et al. (2008b) a quantificação da expressão da proteína 

S100 depende do tempo de diferenciação. Os autores descrevem que as 

células-tronco mesenquimais, induzidas com β-mercaptoetanol e ácido all-

trans retinóico, começam expressar a proteína S100 no citoplasma, ao redor 

do núcleo, após o terceiro dia. Seis dias após a indução com forskolin, 

bFGF, fator de crescimento derivado de plaquetas e heregulina, as células-

tronco mesenquimais atingem seu pico de diferenciação, com a quantidade 

máxima de células diferenciadas, indicando um amadurecimento das CS. 

Nove dias após a indução, as células-tronco mesenquimais diferenciadas 

não conseguem mais sintetizar a proteína S100, que diminui e migra para 

periferia. Quinze dias após a indução, a expressão da proteína S100 cai 

ainda mais, e é visualizada apenas nas pontes citoplasmáticas.  

 

 

 



 

 

 

3.8 Diferenciação das células multipotentes do estroma mesenquimal 

  

A capacidade de diferenciação in vitro das células-tronco 

mesenquimais em células com fenótipo de células de Schwann é 

demonstrada por vários autores desde o final da década de 90 (Jan, Jan, 

1998; McDonald et al., 1999; Sanchez-Ramos et al., 2000; Cuevas et al., 

2002; Tohill et al., 2004; Caylan et al., 2006; Lin et al., 2008a, b; Cui et al., 

2008; Cho et al., 2008; Cho et al., 2010; Sun et al., 2001a, b; Keilhoff, e 

Fansa, 2011). Contudo, os autores Myers et al. (1983), McDonald, Zochodne 

(2003), Zhang et al. (2004), Dezawa et al. (2001), Cuevas et al. (2002, 

2004), Chen et al. (2006b), Grosheva et al. (2008a, b) e Mahay et al. (2008), 

ao injetarem células-tronco mesenquimais indiferenciadas diretamente no 

sitio de lesão, observaram uma melhora da regeneração neural sugerindo a 

capacidade destas células em diferenciar-se in vivo. 

Apesar da falta de clareza sobre sua função fisiológica, a presença da 

proteína S100 está relacionada à proteção do tecido nervoso, estimulação e 

indução da regeneração axonal, nutrição e maturação das CS (Huang et al., 

1998; Lin et al., 2008b).  

As CMEM da medula óssea diferenciam-se principalmente em células 

da linhagem mesodérmica (Pittenger et al., 1999; Paniushin et al., 2006; Lin 

et al., 2008a, b; Keilhoff, Fansa, 2011); entretanto, quando devidamente 

estimuladas e ambientadas, podem diferenciar-se em outras linhagens, 

como a ectodérmica (Bunge, 1993; Azizi et al., 1998; Woodburg et al., 2000; 

Sanchez-Ramos et al., 2000; Dezawa et al., 2001; Joshi, Enver, 2002; 



 

 

 

Barcelos et al., 2003; Muñoz-Elias et al., 2004; Tohil et al., 2004; Battiston et 

al., 2005; Paniushin et al., 2006; Chen et al., 2006a, b; Gomillion, Burg, 

2006; Meliga et al., 2007; Zhang et al., 2008; Lin et al., 2008a, b; Cho et al., 

2010; Sun et al., 2001a, b; Keilhoff, Fansa, 2011). 

De acordo com o estudo de Muñoz-Elias et al. (2004), as células-

tronco mesenquimais indiferenciadas, após 3 horas expostas ao meio de 

indução neural (MIN), apresentam alterações morfológicas neuronais típicas, 

sugerindo que esta diferenciação morfológica ocorre antes e/ou na ausência 

de divisão celular. 

Caddick et al. (2006) e Mahay et al. (2008) demonstraram que as 

células-tronco diferenciadas in vitro apresentam características fenotípicas, 

bioquímicas e funcionais semelhantes às CS.  

Caddick et al. (2006) afirmam que as células-tronco indiferenciadas 

são negativas para a expressão de p75, GFAP e S100 até a oitava 

passagem. A partir daí, as células começam a expressar S100 mostrando 

que pode haver uma diferenciação espontânea. 

Gimble et al. (2008) expõem que a diferenciação in vitro das células-

tronco mesenquimais apresenta diversas limitações como a aplicabilidade in 

vivo da caracterização bioquímica.  

Cho et al. (2008) demonstram a capacidade que as células-tronco 

mesenquimais retiradas do processo mastóideo de humanos têm de 

diferenciar-se em células com fenótipo de CS.  



 

 

 

Segundo Lin et al. (2008a) as células-tronco mesenquimais 

indiferenciadas, quando devidamente induzidas, espiculam-se mostrando um 

padrão morfológico neural 3 dias após a indução. Em 6 dias,  essas células 

já mostram um fenótipo bem espiculado e até se comunicam. Caddick et al. 

(2006) referem-se à ocorrência de alongamento e bipolaridade, na maioria 

das células, após 14 dias de diferenciação. 

Segundo Shi et al. (2009) a expressão de S100 mostra a formação 

progressiva de mielina pelas CS, as quais revestem os axônios 

recentemente formados. 

Wang et al. (2011), em seu estudo sobre a regeneração do nervo 

facial de coelhos com células-tronco e artéria autóloga, qualificaram a 

proteína básica de mielina e compararam entre as células-tronco 

diferenciadas e indiferenciadas. Após a análise dos resultados, os autores 

sugerem que as células-tronco diferenciadas, semelhantes às CS, são mais 

efetivas na mielinização dos axônios regenerados.  

 

 

3.9 Avaliação funcional objetiva da regeneração neural 

 

Esslen e Fisch, em 1977, descreveram a técnica de 

eletroneuromiografia (estudo da neurocundução motora) do nervo facial em 

humanos a qual é considerada até hoje o melhor e mais objetivo método de 

avaliação de prognóstico em pacientes com PFP aguda (Gantz et al., 1984; 

Bento, 1988; Salomone et al., 2011). 



 

 

 

Medinaceli et al., em 1982, criou o chamado “walking-track analysis”, 

método amplamente citado na literatura, o qual avalia de uma forma não 

invasiva a regeneração do nervo ciático de ratos in vivo.  

Mattox e Felix (1987), pioneiros na realização de exames 

eletroneurofisiológicos no nervo facial de ratos, criaram um método invasivo, 

no qual o nervo facial é estimulado em vários locais e seguimentos (tronco, 

ramo bucal e ramo mandibular) e captado com auxílio de eletrodos 

subcutâneos nos lábios superior e inferior dos ratos. 

De acordo com Liveson e Dong (1992), Nobrega e Manzano (2007) e 

Salomone et al. (2012) fatores como idade, gênero, temperatura, anatomia, 

tipo de eletrodo, filtros, intensidade e frequência de estímulos, distância 

entre os eletrodos, além dos locais de estimulação e de captação, podem 

interferir nas respostas à eletroestimulação, necessitando, assim, de uma 

padronização correta do exame para que não haja alterações na avaliação 

final dos resultados. 

Chen et al. (1993), Ferri et al. (1998) e Borin et al. (2006) criaram 

escalas de observação comportamental da mímica facial e Tomov et al. 

(2002), Hadlock et al. (2005) e Guntinas-Lichius et al. (2005) avaliaram a 

movimentação das vibrissas por meio de gravações digitais.  

Segundo Robinson e Snyder-Mackler (2002) e Hayashi et al. (2004)  

O estudo eletroneurofisiológico tem o propósito de determinar e quantificar a 

função e os distúrbios do sistema nervoso periférico, especificamente dos 

nervos sensitivos e motores, junção neuromuscular e da unidade motora, 



 

 

 

tornando-se parte fundamental dos modelos experimentais que visam à 

avaliação da regeneração neural. 

Segundo Hayashi et al. (2004) os métodos existentes de avaliação 

funcional por meio da eletroneuromiografia (EMG) em animais derivam de 

modelos usados em humanos e são aplicados de acordo com o animal e o 

nervo a ser estudado.   

Hayashi et al. (2004) relatam que, para evitar erros na avaliação da 

amplitude, deve-se usar o chamado estímulo supramáximo (intensidade 

máxima de estímulo necessária para despolarizar todas as fibras axonais). 

 Byrne et al. (2005) descreveram um método de avaliação invasivo no 

qual estimula-se o tronco do nervo facial de ratos, sem a determinação do 

local, e captam-se, bilateralmente, os PAMCs com auxílio de eletrodos 

colocados simetricamente no sítio das vibrissas. Os autores utilizam, ainda, 

corrente de estímulo fixa de 1,5mA. 

Shi et al. (2009) avaliaram a regeneração do ramo bucal do nervo 

facial, estimulando o segmento proximal deste ramo com corrente fixa de 

0,5mA e captando a resposta com micro agulhas no seguimento distal, para 

obter o potencial de ação do nervo (PAN). Nesse estudo os autores não 

observaram o local exato da estimulação. 

Salomone et al. (2012) criaram um modelo de avaliação funcional 

objetiva da regeneração de nervo facial em ratos Wistar, preciso, não 

invasivo, fácil, rápido e de alta reprodutibilidade. Os autores descrevem que 

não houve diferença significativa entre os lados e os valores médios da 



 

 

 

amplitude, latência, duração e intensidade de estímulo que foram: 4,63±1,80; 

1,30±0,24; 3,83±0,60; e, 2,26±0,38 respectivamente.  

 

3.10 Avaliação histológica da regeneração neural 

 

De acordo com os autores Duncan (1934), Fernand e Young (1951), 

Donovan (1967), Williams e Wendell-Smith (1971), o diâmetro das fibras 

nervosas oferece uma base conveniente de comparação dentro e entre 

grupos experimentais.  

Segundo Rushton (1952) e Mayhew e Sharma (1984a, b), o diâmetro 

externo, o qual inclui o axônio e a bainha de mielina, tem sido usado para 

classificar fibras mielinizadas e correlacioná-las com alterações patológicas, 

como diminuição do impulso nervoso. 

Abercrombie e Johnson (1946) e Gundersen (1977) citam que, para 

evitar erros de amostragem (efeito de margem) durante o estudo 

morfométrico de fibras axonais, devem-se excluir as fibras que não tenham o 

centro dentro do campo. 

Donovan (1967), Sharma et al. (1980), Diani et al. (1981) e Zemp et 

al. (1981) descreveram diferentes métodos de amostra para a contagem de 

fibras neurais.  

Szal e Miller (1975), Spector et al. (1993) e Lewin et al. (1997)  

consideram o estudo morfométrico do nervo, o qual inclui a medida da 



 

 

 

densidade e do diâmetro axonal, assim como a contagem da quantidade 

total de axônios, um método objetivo de avaliação da regeneração neural. 

Para Harrison (1981) a análise das características morfométricas das 

fibras mielínicas por um sistema computadorizado não só facilita a 

contagem, mas também fornece resultados confiáveis e precisos. 

Mayhew e Sharma (1984a, b), em seus estudos sobre planos de 

amostragem para estimar o tamanho de fibras nervosas, concluem que os 

dados obtidos em 6% da área total de um nervo são  tão  precisos  quanto  à 

medida de todas as fibras mielínicas. 

De acordo com Windebank et al. (1985), se o diâmetro do axônio 

regenerado for menor que 0,7µm, o processo de mielinização não ocorrerá. 

Para Miyamoto (1985), o método histológico mais confiável de avaliar 

a regeneração neural é a medida da densidade da área dos axônios 

mielinizados. 

Ochi et al. (1995) utilizam o tamanho e a quantidade de axônios 

mielinizados para avaliação quantitativa da regeneração neural e referem 

que os aumentos do tamanho e da quantidade de axônios não estão 

necessariamente correlacionados com a melhora funcional. 

Segundo Burt (1995), a condução do potencial de ação é mais rápida 

em fibras mielínicas de maior calibre. A transmissão do estímulo nervoso 

para o músculo esquelético é realizada por fibras mielínicas de grande 

diâmetro, que variam de 8 a 16µm.  



 

 

 

Segundo May e Schaitkin  (2000), o diâmetro do axônio, a espessura 

e o comprimento da bainha de mielina são as dimensões mais importantes 

para a avaliação da recuperação funcional. 

Para Vasconcelos e Gay-escoda (2000) a contagem da quantidade 

total de axônios é a variável mais importante. 

A análise qualitativa, apesar se ser um método subjetivo, quando 

associado ao método quantitativo, auxilia na avaliação da qualidade do 

tecido regenerado e na precisão dos resultados dos dados quantitativos da 

regeneração neural em relação ao tempo (Costa 2003). 

Costa et al. (2012) descreveram os parâmetros normais da 

quantidade de axônios, assim como dos diâmetros axonais do ramo 

mandibular do nervo facial de ratos Wistar. 

 

 

3.11 Células-tronco na regeneração do nervo facial 

 

Mazzini et al. (2004) descreveram o primeiro estudo de regeneração 

neural com o emprego de células-tronco mesenquimais em humanos. Os 

autores implantaram células-tronco mesenquimais autólogas na medula 

espinhal de sete pacientes com esclerose lateral amiotrófica, obtendo 

resultados positivos: quatro pacientes apresentaram melhora aparente na 

força da musculatura proximal dos membros inferiores e dois pacientes 

mostraram um aumento moderado da força desta mesma musculatura. 



 

 

 

Yan et al., em 2004, usaram células-tronco neurais em conduites 

compostos por fáscia autóloga para reparar um hiato de 6mm do nervo facial 

de coelho. Seis semanas depois do procedimento cirúrgico, eles 

compararam esse grupo com o grupo no qual foi aplicada somente a fáscia. 

Os autores descrevem uma melhora na resposta funcional, com diferença 

significante nas latências e no crescimento axonal, além de observar 

diversas células marcadas com proteína básica de mielina perto da área da 

lesão. 

O único trabalho realizado em humanos sobre a regeneração do 

nervo facial com a implantação de células-tronco foi descrito por Caylan et 

al., em 2006. Os autores relatam o caso de uma mulher de 20 anos com 

paralisia facial traumática iatrogênica após um procedimento de 

mastoidectomia por otite média crônica. No relato, os autores referem-se a 

perda de 8-10mm do nervo no segmento mastóideo, o qual foi corrigido com 

enxerto autólogo (nervo auricular magno) imediatamente após a lesão. Sem 

melhora clínica e/ou eletroneurofisiológicas (HB VI), após 42 dias da 

paralisia, a paciente foi submetida a um novo procedimento cirúrgico para a 

implantação de células-tronco mesenquimais indiferenciadas autólogas, 

obtendo resultados promissores: em uma semana houve uma melhora de 

dois graus na escala HB, com variação de HB VI para HB IV, além de uma 

melhora eletroneurofisiológica, com a presença de potenciais polifásicos. 

Após cinco meses, os autores descreveram que a paciente evoluiu com 

melhora para HB III. 



 

 

 

Guo e Dong (2006) avaliaram por imunohistoquímica, 

eletroneuromiografia e histologia (quantitativa) a regeneração do nervo facial 

de coelhos, 12 semanas após a implantação de células-tronco neurais 

extraídas de cobaias, e descreveram a diminuição da latência, o aumento da 

amplitude, o aumento da quantidade e do diâmetro das fibras axonais 

significativamente maiores no grupo tratado com células-tronco, quando 

comparados ao grupo tratado apenas com soro fisiológico, concluindo assim 

que células-tronco neurais de cobaias promovem a regeneração no nervo 

facial de coelhos. Os autores também demonstram, pela expressão da 

proteína S100, a diferenciação in vivo das células-tronco em células com 

fenótipo de células de Schwann. 

Em 2008b, Grosheva et al. compararam, com e sem estimulação 

manual das vibrissas, a tubulização do nervo facial de ratos contendo 

células-tronco mesenquimais da medula óssea. Os autores relatam que 

nenhum dos grupos conseguiu diminuir a extensão e a ramificação dos 

axônios colaterais no local da lesão e, consequentemente, não obtiveram 

melhora funcional, concluindo que a tubulização do nervo facial com células-

tronco mesenquimais, associada ou não à estimulação manual das vibrissas 

não beneficiam a regeneração do nervo facial, pois continua o crescimento 

de braços colaterais e poliinervação.  

Zhang et al. (2008) implantaram células-tronco extraídas do córtex 

cerebral de ratos embebidas em uma solução de ácido hialurônico e/ou 

colágeno dentro de conduítes de colágeno para avaliar a regeneração do 

nervo facial seccionado de coelhos. Os autores avaliaram os resultados 



 

 

 

eletrofisiológicos e histológicos após 12 semanas, concluindo que essas 

células-tronco, facilitam a reinervação dos axônios lesados. Além disso, os 

autores citam que não houve rejeição, mostrando a imunigenicidade baixa 

deste tipo de célula-tronco. 

Guo e Dong (2009) estudaram os efeitos de células-tronco neurais 

retiradas de cobaias e o fator de crescimento do nervo (NGF) no 

crescimento do nervo facial de coelhos comparado com o de conduíte de 

chitosan e autoenxerto. Os resultados foram avaliados por 

imunohistoquimica, eletroneuromiografia e histologia (quantitativa). Os 

autores referem-se ao grupo que continha células–tronco neurais como 

melhores em comparação ao que não as utilizaram; entretanto, não houve 

diferença significativa quando comparado ao grupo que recebeu o 

autoenxerto.  

Shi et al. (2009) avaliaram a regeneração do nervo facial de ratos 

após quatro semanas da neurotmese e implantação, em um tubo 

poliglicólico, de células-tronco neurais super expressando fator neurotrófico 

derivado da glia. Foram realizadas as avaliações funcional 

(eletroneuromiografia) e histológica (qualitativa e quantitativa), para 

concluírem que a combinação do fator neurotrófico, derivado da glia com 

transplante de células-tronco neurais, pode melhorar a regeneração no 

sistema nervoso periférico.  

Satar et al. (2009) estudaram a regeneração do ramo bucal de ratos 

em contato com gelfoam embebido de células-tronco mesenquimais 



 

 

 

indiferenciadas após a transecção e sutura epineural término-terminal 

imediata. Os autores avaliaram a regeneração neural pelo estudo histológico 

qualitativo e relataram que o grupo tratado com as células-tronco obtiveram 

resultados superiores, com melhora na organização axonal e espessura da 

mielina. Referem-se também às células-tronco, as quais não induziram a 

formação de tumores quando em com tato com o nervo íntegro (ramo 

mandibular). Nesse estudo, a caracterização das células-tronco foi realizada 

por morfologia celular e a viabilidade e persistência das células não foram 

investigadas. 

Cho et al. (2010) estudaram o efeito do plasma rico em plaquetas e de 

células-tronco mesenquimais humanas neuro-induzidas na regeneração de 

axotomias do tronco do nervo facial de cobaias. Foi realizada a avaliação 

funcional (movimentação das vibrissas) e evolução histológica. Os autores 

relatam que o plasma rico em plaquetas, assim como as células-tronco 

mesenquimais humanas neuro-induzidas, promove uma melhor regeneração 

do nervo facial axotmizado quando comparado apenas à sutura término-

terminal. Entretanto, o uso das células-tronco não mostrou benefícios em 

relação à aplicação de plasma rico em plaquetas, mas a combinação do 

plasma e das células mostrou grande beneficio. As células não foram 

caracterizadas; apenas os fatores neurotróficos foram avaliados por meio do 

teste Western Blot. 

 Sun et al. (2001a) investigaram o uso de artéria descelularizada (AD) 

contendo células-tronco indiferenciadas derivadas do tecido adiposo visceral 

autólogo indiferenciadas (CTAi) na regeneração do ramo bucal do nervo 



 

 

 

facial de ratos. Os autores descrevem uma melhora funcional (avaliada por 

movimentação das vibrissas) e histológica (análise morfológica) do grupo 

AD+CTAi, quando comparado ao grupo que só recebeu AD. Entretanto, o 

grupo que recebeu enxerto autólogo e o grupo que não sofreu intervenção 

cirúrgica obtiveram uma melhora significativa em relação aos outros grupos 

(AD+CTAi e AD). Houve um aumento excessivo na quantidade de axônios 

do grupo que recebeu células-tronco adiposas que não correspondeu a uma 

melhora funcional. Nesse estudo, os autores identificaram e caracterizaram 

as células-tronco derivadas do tecido adiposo por morfologia celular.  

Sun et al. (2001b), em outro estudo, investigaram o uso de artéria 

descelularizada (AD) contendo células-tronco derivadas do tecido adiposo 

visceral autólogo indiferenciadas (CTAi), transdiferenciadas (CTAt), células 

de Schwann autólogas (CSa) e auto-enxerto (AE) na regeneração do ramo 

bucal do nervo facial de ratos. Os autores descrevem uma melhora funcional 

(avaliada pela movimentação das vibrissas e pelo estudo de condução 

motora) e uma melhora histológica (morfologia axonal, densidade e diâmetro 

das fibras mielinizadas) de todos os grupos em relação ao grupo AD. Em 

relação aos resultados funcionais, os autores relatam que não houve 

diferença significativa no tempo de retorno da movimentação das vibrissas, 

até a segunda semana, entre os grupos CTAi,  CTAt, SCa e AE e nem no 

valor da latência dos potenciais de ação motora. O pico de amplitude foi 

significativamente maior no grupo AE seguido pelos grupos CSa, CTAt e 

CTAi. A densidade de fibras mielinizadas foi maior no grupo CTAt em 

relação a todos os outros, e o diâmetro das fibras mielinizadas dos grupos 



 

 

 

CTAt, CSa e AE foram significativamente maiores que CTAi. Os autores 

ainda ressaltam, que, apesar da quantidade de fibras mielinizadas do grupo 

CTAi ser excessivamente maior que os outros grupos que utilizaram células-

tronco, não foi maior que o grupo AE. 

Wang et al. (2011) implantaram células-tronco indiferenciadas e 

diferenciadas, que expressam o fenótipo de células de Schwann dentro de 

conduites formados por veia autóloga, para avaliar a regeneração do ramo 

bucal do nervo facial de coelhos após 4, 8 e 16 semanas. A regeneração e 

mielinização dos axônios neoformados foram analisadas por 

imunohistoquímica, morfometria e teste funcional (eletroneuromiografia e 

movimentação das vibrissas). Os resultados obtidos pelos autores sugerem 

que as células transdiferenciadas em CS implantadas, associadas ao 

conduíte de veia autóloga, estimulam a regeneração do nervo seccionado e 

promovem uma melhor mielinização do axônio.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O estudo experimental foi realizado em concordância com o Manual 

NRC sobre cuidados de animais de laboratório (National Research Council, 

2003), após aprovação pela Comissão de Ética para Análise de Projeto de 

Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FMUSP) sob o 

número de protocolo 0291/07 (Apêndice 1). 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Investigação 

Médica (LIM 32) da FMUSP e no Laboratório de Genômica Funcional do 

Instituto de Biociências (Departamento de Genética e Biologia Evolutiva) da 

Universidade de São Paulo com o apoio do Instituto de Ciências Biomédicas 

da FMUSP e da Rede PREMiUM de Equipamentos Multiusuários do 

Complexo do Hospital das Clínicas (HC). 

Este projeto foi financiado por verba de auxilio à pesquisa da 

Fundação de Amparo a Pesquisa de São Paulo (FAPESP), processo n0 

2008/00458-9, sob responsabilidade do Prof. Dr. Ricardo Ferreira Bento. 

 

4.1 MATERIAIS 

4.1.1 Seleção de animais 

Neste estudo experimental foram utilizados 50 ratos Wistar 



 

 

 

(Rattus norvegicus) saudáveis, machos, adultos (idade entre 8 e 10 

semanas), com massa corporal entre 250 e 350 gramas, adquiridos e 

mantidos no Centro de Bioterismo da FMUSP. 

Os animais ficaram alojados em gaiolas contendo no máximo três 

individuos, em condições apropriadas de temperatura (240C) e umidade do 

ar (60-70%), com ciclo claro-escuro de 12h e recebendo água à vontade. A 

ração específica para a espécie era oferecida uma vez ao dia, após a 

limpeza das gaiolas. 

Foram excluídos os animais que apresentavam variações anatômicas 

do nervo facial, visíveis por transparência após tricotomia, que pudessem 

interferir nos resultados como ramos do nervo mandibular para a 

musculatura do lábio superior, ramos do nervo bucal para a musculatura do 

lábio inferior e/ou interligações desses dois ramos. Excluíram-se também os 

animais que apresentavam sinais de infecção e/ou malformações 

congênitas. 

Dos 50 ratos mencionados, dois foram utilizados para o protocolo de 

obtenção e diferenciação das CMEMi. 

 

4.1.2 Vetor lentiviral 

Utilizou-se o vetor lentiviral LV-lac, adquirido da Addgene® 

(Cambridge, MA, EUA) pelo qual se expressa a β-galactosidase sob controle 

do promotor do citomegalovírus, um promotor forte e constitutivo.  

 



 

 

 

4.1.3 Anticorpos 

Os anticorpos usados foram: o monoclonal, gerado em camundongo 

anti-β-galactosidase de bactéria (clone Gal-40, Sigma®, St Louis, EUA); e, os 

policlonais gerados em coelho anti-S100, anti-p75 (CD271, Abcam®, 

Cambridge, MA, EUA) e anti-Oct-6 (Cell Signaling Technology®, Danvers, 

MA, EUA). Os anticorpos para detecção de moléculas de superfície celular 

de células hematopoéticas, CD45 e CD34, (Pittenger et al., 1999; Dominici et 

al., 2006) foram, respectivamente, o anticorpo monoclonal anti-CD45 gerado 

em camundongo (clone A20, Abcam®, Cambridge,MA, EUA) e o anticorpo 

policlonal anti-CD34 gerado em coelho (Abcam®, Cambridge, MA, EUA). 

Conjugou-se os anticorpos secundários gerados em burro anti-IgG de coelho 

e os gerados em cabra anti-IgG de camundongo, aos Alexa 488 e Alexa 586 

(Life Technologies®, Grand Island, NY, EUA) respectivamente. 

 

4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Obtenção das células multipotentes do estroma mesenquimal da 

medula óssea 

 

Após o sacrifício dos animais por saturação de gás carbônico, 

removeu-se a medula óssea do fêmur e tíbia de dois ratos com a injeção de 

10mL de meio de cultura alfa-MEM® (Invitrogen®, Carlsbad, CA, EUA) no 

canal ósseo, para promover a suspensão das células e seu cultivo imediato, 

sem dissociação, em meio de cultura composto por alfa-MEM, suplementado 



 

 

 

com soro fetal bovino (FBS), penicilina, gentamicina, estreptomicina 1X e 

glutamina a 4mM (Life Technologies®, Carlsbad, CA, EUA). A incubação foi 

feita em estufa a 370C e CO2 a 5%. Após 24 horas e em sequencia a cada 

72h, as culturas eram lavadas com solução tampão fosfato-salina e o meio 

era trocado. Completados 10 dias de cultura e atingida a confluência de 80-

90%, as células foram tratadas com TrypLE Express® (Invitrogen®, Carlsbad, 

CA, EUA), protease serina semelhante a tripsina, por cerca de 10 minutos, 

com o objetivo de soltá-las do substrato plástico. A solução com células foi 

centrifugada a 8000xg por 5 minutos em temperatura de 40C, e as células 

ressuspensas em meio completo, distribuídas em cinco tubos (repique 1:5, 

passagem 1), congeladas no mesmo meio acrescido de dimetilsulfóxido 

(DMSO) a 10% em ambiente a -20°C, por 24 horas, e depois transferidas 

para ambiente a  -800C por 72 horas e então em N2 líquido (Dezawa et al. 

2001).  

 

4.2.2 Transdução viral 

A transdução viral foi realizada no Setor de Vetores Virais do Instituto 

do Coração (INCor-USP) em colaboração com o Dr. Bryan Strauss.  

Para a produção viral, células HEK-293T (linhagem imortalizada 

humana, derivada de células renais embrionárias) foram plaqueadas e 

transfectadas com fosfato de cálcio, o plasmídio do vetor lentiviral e vetores 

de empacotamento psPAX2 e pCMV-VSVg (Addgene®, Cambridge, MA, 

EUA).  



 

 

 

A cultura foi lavada e tratada com TrypLE Express®, por cerca de 10 

minutos. Foram adicionados 5mL de meio de manutenção e as células 

centrifugadas a 100xg, por 5 minutos a temperatura ambiente. Após a 

ressuspensão do precipitado celular, estimou-se o número de células em 

câmara de Neubauer. Depois da recentrifugação, essas células foram 

ressuspensas em 2mL de meio de manutenção e semeadas nos grupos 

seguintes: (i) Controle não-transduzido, com 1x105 células diluídas em 2mL 

de meio de manutenção em placa de Petri com 35mm de diâmetro; (ii) 

Controle transduzido, com 1x105 células adicionadas a 10µL de vírus-lacZ e 

0,5µL de polibreno, mantidas em microtubo a 370C por 2 horas e depois 

diluídas em 2mL de meio de manutenção em placa de Petri com 35mm de 

diâmetro; (iii) Células transduzidas para expansão, em cinco tubos, com 

1x105 células cada, 10µL de vírus-lacZ e 0,5µL de polibreno, mantidas em 

microtubo a 370C por 2 horas e depois diluídas em 2mL de meio de 

manutenção em seis poços de placa; (iv) Células não-transduzidas para 

ensaios de imunofluorescência indireta, em três tubos, contendo 1x105 

células diluídas em 2mL de meio de manutenção, em três poços de placa 

com seis poços. Em cada um dos três poços foram colocadas quatro 

lamínulas. 

Transduziu-se 1x105 células CMEMi da terceira passagem, de acordo 

com os grupos definidos acima, em suspensão com o LV-lacZ a uma 

concentração MOI (do inglês, multiplicity of infection) de 1,9 e polibreno a 

4µg/mL em 500µL de meio de cultura. Após 2 horas, semeou-se a 

suspensão em placas de 35mm com 2mL de meio de cultura (procedimento 



 

 

 

reproduzido em várias placas). Após 48 horas, fixou-se as células dos 

controles em paraformaldeído a 2%, glutaraldeído a 0,2% com tampão 

fosfato de sódio a 100mM (pH 7,3) por 5 minutos a 40C e coradas com 

MgCl2 a 1,2mM, K3Fe(CN)6 a 3mM, K4Fe(CN)6 a 3mM e X-gal a 1mg/mL em 

tampão fosfato de sódio a 100mM (pH 7,3) por 16 horas a 370C, para revelar 

a atividade da enzima β-galactosidase, codificada pelo gene repórter lacZ. 

Confirmou-se a transdução das CMEMi por ensaio colorimétrico e 

imunofluorescência direta do gene repórter lacZ. Após a transdução, essas 

células, então denominadas CMEMilacZ+ foram crio-preservadas.  

As CMEMilacZ+ submetidas ao protocolo de diferenciação, e 

denominadas CMEMdlacZ+ foram caracterizadas por ensaio de 

imunofluorescência para marcação dupla com anticorpo que identifica a 

expressão do gene repórter (anti-β-galactosidase) e outro para marcação de 

CS. 

Minutos antes de cada procedimento cirúrgico, as células 

CMEMilacZ+  e CMEMdlacZ+ foram expandidas, coletadas em TrypLE 

Express®, ressuspensas em Matrigel® (BD Biosciences, San Jose,CA, EUA) 

a 1-2x107 células/mL e mantidas em gelo comum  até o momento exato da 

implantação no animal. 

4.2.3 Diferenciação celular 

Realizou-se a diferenciação das CMEMilacZ+ em células semelhantes 

a células de Schwann conforme protocolo descrito por Azizi et al. (1998) e 

Dezawa et al. (2001), com pequenas modificações. Cultivou-se as 



 

 

 

CMEMilacZ+ de terceira passagem em meio completo por 10 dias, com a 

troca do meio de cultura a cada 48 horas. No décimo dia, substituiu-se o 

meio de cultura pelo “meio A” composto por: meio alfa-MEM com β-

mercaptoetanol (Sigma®, St Louis, MO, EUA) para 1mM, piruvato de sódio 

para 1mM, glutamina e antibióticos. Após 24 horas, trocou-se o “meio A” 

pelo “meio B”, composto por: alfa-MEM, suplementado com antibióticos, 

glutamina, FBS a 10%, ácido all-trans retinóico (Sigma®, St Louis, MO, EUA) 

para 350ng/mL. Após 72 h, substituiu-se o “meio B” pelo “meio C”, cuja 

composição era: alfa-MEM, FBS a 10%, forskolina (Sigma®, St Louis, MO, 

EUA) a 5µM, bFGF (bFGF, Peprotech®, Rocky Hill, NJ, EUA) para 10ng/mL, 

fator de crescimento derivado de plaquetas AA (PDGF-AA, Peprotech®, 

Rocky Hill, NJ, EUA) para 5ng/mL e heregulina B1 (fator de crescimento 

epidérmico, Peprotech®, Rocky Hill, NJ, EUA) para 200ng/mL e mantido por 

7 dias com a troca do meio a cada 48h. Uma vez concluído o protocolo, as 

células foram: (a) fixadas e submetidas ao ensaio colorimétrico como 

descrito; (b) fixadas e submetidas à imunofluorescência indireta como 

detalhado a seguir; ou, (c) ressuspensas nas mesmas condições que as 

CMEMi, como descrito acima, para serem usadas no procedimento cirúrgico.  

 

4.2.4 Imunofenotipagem das células multipotentes do estroma mesenquimal 

indiferenciadas e diferenciadas 

As células CMEMilacZ+ (da terceira passagem) e as CMEMdlacZ+  

foram fixadas em paraformaldeído a 4% em tampão fosfato-salina, por 30 

minutos, lavadas no mesmo tampão e submetidas à imunofluorescência 



 

 

 

indireta, a temperatura ambiente. Essas células foram permeabilizadas em 

detergente triton-X-100 a 0,3%, por 20 minutos, incubadas em glicina a 

0,1M, por 20 minutos, bloqueadas em albumina sérica bovina (ASB, 

Peprotech®, Rocky Hill, NJ, EUA) a 5% por 1 hora, e então incubadas em 

câmara úmida, por 16 horas, em solução do anticorpo primário diluído em 

ASB a 0,5% em tampão fosfato-salina. Os anticorpos utilizados foram os já 

descritos: o anti-S100 (diluído 50 vezes), o anti-p75NTR (diluído 50 vezes) e o 

anti-Oct6 (diluído 50 vezes), todos com a finalidade de identificar células da 

linhagem de Schwann; e, o anti-β-galactosidase (diluído 100 vezes) visando 

a identificação da expressão do gene repórter. Os cortes foram lavados três 

vezes por 10 minutos em tampão fosfato-salina e incubados por 180 minutos 

com anticorpo secundário conjugado a fluorocromo: Alexa 488 (anticorpo 

gerado em burro anti-IgG de coelho, diluído 400 vezes) e Alexa 586 

(anticorpo de cabra anti-IgG de camundongo, diluído 400 vezes). Os cortes 

foram lavados três vezes por 5 minutos cada em tampão fosfato-salina. Para 

o controle negativo as células foram incubadas somente com os anticorpos 

secundários. Montou-se as lamínulas em uma lâmina de vidro com 10µl de 

meio de montagem para fluorescência (Vectashield®, Vector Laboratories 

Inc®, Burlingame, EUA). A coloração foi observada ao microscópio confocal 

(LSM410®, Zeiss®, Alemanha), na qual foram obtidas seções z com as 

imagens agrupadas em uma só. 

 

 

 

 



 

 

 

4.2.5 Grupos de estudo  

Dividiu-se a amostra de 48 ratos Wistar aleatoriamente em quatro 

grupos com 12 animais cada, denominados de acordo com o procedimento 

cirúrgico realizado, a saber: 

Grupo A, tubo de silicone vazio: indivíduos submetidos à neurotmese, 

alinhamento dos segmentos proximais e distais com a permanência de um 

hiato de 3mm entre os mesmos, seguido por interposição  de um conduíte 

de silicone vazio.  

Grupo B, tubo de silicone preenchido com gel acelular de lâmina 

basal purificada (GALBP) (Matrigel®, BD Biosciences®, MA, EUA): indivíduos 

submetidos à neurotmese, alinhamento dos segmentos proximais e distais 

com a permanência de um hiato de 3mm entre os mesmos, seguido por 

interposição  de um conduíte de silicone preenchido com GALBP. 

Grupo C, tubo de silicone preenchido com GALBP + CMEMilacZ+: 

indivíduos submetidos à neurotmese, alinhamento dos segmentos proximais 

e distais com a permanencia de um hiato de 3mm entre os mesmos, seguido 

por interposição  de um conduíte de silicone preenchido com GALBP + 

CMEMilacZ+. 

Grupo D, tubo de silicone preenchido com GALBP + CMEMdlacZ+: 

indivíduos submetidos à neurotmese, alinhamento dos segmentos proximais 

e distais com a permanencia de um hiato de 3 mm entre os mesmos, 

seguido por interposição de um conduíte de silicone preenchido com GALBP 

+ CMEMdlacZ+. 



 

 

 

4.2.6 Protocolo anestésico e preparação dos animais 

Para a identificação individual, cada animal recebeu uma marca 

amarela realizada com ácido pícrico em uma determinada região anatômica.  

Antes de cada procedimento, anestesiaram-se os animais intra-

peritonialmente no quadrante abdominal inferior direito com hidrato de cloral 

a 10% (400mg/kg), permitindo assim níveis anestésicos satisfatórios por um 

período de 30 a 60 minutos, sem depressão respiratória e/ou interferência 

nas respostas eletroneurofisiológicas. Quando necessárias, doses 

complementares de hidrato de cloral a 10% (100mg/kg) eram administradas 

da mesma forma. 

No pré-operatório todos os animais receberam antibioticoterapia 

profilática com penicilina cristalina (50.000U/kg) intramuscular (dose única). 

Realizou-se a tricotomia da metade inferior das faces de cada animal, 

com lâminas de bisturi nº 23, individuais e descartáveis, após anestesia e 

antes da avaliação funcional. 

 

4.2.7 Protocolo cirúrgico 

Uma vez anestesiados, identificados, tricotomizados e medicados de 

acordo com o descrito, os animais eram posicionados em decúbito lateral 

direito e submetidos à antissepsia. Realizaram-se os procedimentos 

cirúrgicos em ambiente e com materiais estéreis, de acordo com as normas 

de assepsia cirúrgica. 



 

 

 

4.2.7.1 Protocolo cirúrgico do grupo A  

Para cada animal os tempos cirúrgicos foram efetuados, na sequência 

seguinte: 

a) Incisão horizontal reta na derme da região de transição entre o 

terço médio e o terço inferior da face, do lado direito, com extensão de 

aproximadamente 30mm;  

b) Hemostasia com gaze estéril e soro fisiológico (NaCl a 0,9%); 

c) Dissecção por planos com exposição dos ramos mandibular e bucal 

do nervo facial direito e glândula parótida; 

d) Colocação do afastador de pálpebras com visualização através do 

microscópio óptico (Carl Zeiss Surgical Gmbh®, Oberkochen, Germany) 

(lente de 250mm, aumento de 16x) dos ramos mandibular e bucal do nervo 

facial direito; 

e) Dissecção dos ramos mandibular e bucal do nervo facial até a 

glândula parótida direita com individualização dos mesmos; 

f) Incisões transversais nas regiões proximal e distal do ramo bucal do 

nervo facial direito com exérese e descarte de no mínimo 20mm deste ramo 

prosseguido pelo reparo com fio mononylon 4-0 do segmento proximal 

residual; 

g) Incisões transversais nas regiões proximal e distal do ramo 

mandibular do nervo facial direito com exérese e descarte de 3mm deste 



 

 

 

ramo, após medição com compasso de Castroviejo curvo (abertura máxima 

de 100mm); 

h) Colocação de um tubo de silicone com 7mm de comprimento, 

1,47mm de diâmetro interno, 1,96mm de diâmetro externo e 0,48mm de 

espessura (American Scientific Products®, McGraw Park, IL, EUA) na região 

do segmento proximal do ramo mandibular do nervo facial direito (Figura 1); 

 

Figura 1 - Modelo esquemático do conduíte de silicone utilizados nos procedimentos 
cirúrgicos. As setas (↔) sinalizam as distâncias e as estrelas (�) as suturas. 

 

i) Aproximação e alinhamento dos segmentos proximal e distal do 

nervo mandibular seccionado por dois pontos de sutura simples, realizados 

com fio monofilamentar não absorvível 10-0 (Ethilon W2850®, Johnson & 

Johnson Medical®, EUA) e fixação em tecido conjuntivo paraneural, 

conservando um espaço entre os segmentos de 3mm; 

j) Reposicionamento do tubo de silicone vazio sobre a região do 

espaço deixado entre os segmentos, fixando-o com três pontos de sutura em 

“U” em cada região dos segmentos (proximal e distal). A sutura foi realizada 



 

 

 

com fio monofilamentar não absorvível 10-0 (Ethilon W2850®, Johnson & 

Johnson Medical®, EUA) transpondo o tubo de silicone e o tecido conjuntivo 

paraneural; 

l) Obliteração das extremidades do tubo de silicone com adesivo 

tecidual fibrinolítico; 

m) Fechamento da incisão cirúrgica por planos, com fio categute 5-0 

(subcutâneo) e mononylon 4-0 (pele). 

 
4.2.7.2 Protocolo cirúrgico do grupo B 

Neste grupo foram realizados os mesmos tempos cirúrgicos do grupo 

A, acrescentando entre os itens j e l, o item: 

k.1) Preenchimento do tubo de silicone vazio, com capacidade total 

de cerca de 10,18mm3 (0,01mL) com GALBP.  

4.2.7.3 Protocolo cirúrgico do grupo C 

Neste grupo foram realizados os mesmos tempos cirúrgicos do grupo 

A, acrescentando entre os itens j e l, o item: 

k.2) Preenchimento do tubo de silicone vazio, com capacidade total 

de cerca de 10,18mm3 (0,01mL) com GALBP contendo CMEMilacZ+ em 

uma concentração de 105 células/mL. 

 

 



 

 

 

4.2.7.4 Protocolo cirúrgico do grupo D 

Neste grupo foram realizados os mesmos tempos cirúrgicos do grupo 

A acrescentando entre os itens j e L, o item: 

k.3) Preenchimento do tubo de silicone vazio, com capacidade total 

de cerca de 10,18mm3 (0,01mL) com GALBP contendo CMEMdlacZ+ em 

uma concentração de 105 células/mL. 

 

4.2.8 Sacrifício dos animais 

Seis semanas após o procedimento cirúrgico, os animais foram 

sacrificados com a administração intracardíaca de KCl a 19,1%, após terem 

sido submetidos, sequencialmente, à anestesia (protocolo 4.2.6), avaliação 

funcional objetiva (protocolo 4.2.9) e retirada do nervo operado (protocolo 

4.2.10). 

 

4.2.9 Protocolo da avaliação funcional objetiva 

Todos os animais foram submetidos à eletroneuromiografia (teste de 

neurocondução motora) do ramo mandibular do nervo facial para a obtenção 

do potencial de ação muscular composto (PAMC) e posterior analise dos 

valores da amplitude, latência e duração em três momentos: pré-operatório 

imediato, terceira e sexta semanas de pós-operatório.  

Antes da realização destes exames os animais eram anestesiados, 

identificados e tricotomizados de acordo com o protocolo 4.2.6. 



 

 

 

4.2.9.1 Técnica para obtenção dos PAMCs 

A técnica utilizada para a obtenção dos PAMCs, descrita por 

Salomone et al., em 2012, consiste na utilização de um eletromiógrafo 

portátil Neurosoft® (Ivanovo, Rússia), modelo Neuro-MEP-Micro® 

(Neurosoft®; Ivanovo, Russia), conectado a um computador portátil HP (HP®, 

Hewlett-Packard®, Palo Alto, CA, EUA) Modelo Pavilion dv5® por uma 

entrada Universal Serial Bus (USB) dispensando, assim, o uso de fonte 

externa de energia.  

 A configuração do eletromiógrafo (filtro passa alta 10Hz; filtro passa 

baixa 10kHz; filtro notch desligado; margem de entrada do sinal de 60mV; 

taxa de amostragem de 10kHz), a visualização e a análise dos PAMCs 

foram realizados com o software Neuro-MEP. NET® versão 2.4.23.0® 

(Neurosoft®; Ivanovo, Russia).   

Para a captação foram utilizados dois eletrodos de agulha 

subdérmica, sem revestimento de teflon, medindo 12mm de comprimento e 

0,35mm de diâmetro, da marca Spes Medica® (Spes Medica Srl®, 

Battipagha, Itália) dispostos em paralelo a uma distância fixa de 5mm entre 

si. Estes eletrodos receberam um revestimento isolante de 9mm de 

extensão, permanecendo os 3mm distais sem revestimento.  A parte distal 

do eletrodo não revestida foi inserida totalmente no músculo do lábio inferior 

do rato, a uma distância de 2mm da comissura labial e do lábio inferior, no 

sentido longitudinal, paralelo às suas fibras, e ipsilateral ao lado estimulado, 



 

 

 

com o polo de captação voltado proximalmente e o pólo de referência 

voltado distalmente em relação ao estimulador.  

A varredura utilizada foi de 1,0ms/divisão, com uma janela total de 

10ms e ganho de 2,5mV/divisão.   

A estimulação elétrica foi realizada por meio de um eletrodo igual ao 

descrito acima, porém posicionado sobre a pele, em cima do ramo 

mandibular do nervo facial, após a identificação deste por transparência, a 

uma distância de 20mm do eletrodo de captação e com o anodo (+) 

posicionado proximalmente e o catodo (-) distalmente em relação à 

captação. Cada estímulo elétrico utilizado foi único, sem promediação, com 

duração de 0,2ms e intensidade inicial de 0,1mA. A intensidade de estímulo 

era aumentada em 0,1mA gradativamente até alcançar a intensidade 

supramáxima em cada lado do animal. Para a aquisição dos PAMCs nas 

terceiras e sextas semanas do pós-operatório, utilizou-se o mesmo valor do 

estímulo supramáximo de cada animal obtido no pré-operatório. 

Como fio neutro (terra) foi utilizado um eletrodo monopolar da mesma 

marca e revestido de forma semelhante aos eletrodos descritos 

anteriormente, porém posicionado no ponto médio entre a estimulação e a 

captação. Caso a impedância ultrapassasse 5Ω, os eletrodos eram 

recolocados e/ou substituídos (Figura 2). 



 

 

 

 

Figura 2 - Exame da avaliação funcional objetiva (teste de neurocondução  motora) 

4.2.9.2 Análise da amplitude  

Convencionou-se mensurar da amplitude de pico-a-pico e em 

unidades ‘mV’.  

4.2.9.3 Análise da latência 

A latência, distância entre o ponto de estímulo e o início do PAMC, foi 

medida em unidades de ‘ms’. 

4.2.9.4 Análise da duração 

A duração, distância do início ao final do PAMC, foi medida em 

unidades de ‘ms’.  

 

4.2.10 Protocolo de avaliação histológica 

4.2.10.1 Retirada do nervo facial 

Retirou-se o nervo facial com o animal, ainda vivo, mas anestesiado 



 

 

 

(protocolo 4.2.6), após a identificação, individualização e remoção do tubo 

de silicone do ramo mandibular do nervo facial operado. 

Para a realização deste procedimento, seccionou-se transversalmente 

o nervo em suas extremidades (proximal e distal) com uma lâmina de 

barbear individual, removendo-o para uma superfície metálica lisa, 

previamente esterilizada com álcool a 70%. Após a retirada dos nervos, os 

animais foram sacrificados de acordo com o protocolo 4.2.8. 

4.2.10.2 Tratamento do nervo retirado 

Sob visualização em microscópio óptico (Carl Zeiss Surgical Gmbh®, 

Zeiss®, Oberkochen, Germany) (lente de 250mm e aumento 16x) da região 

de regeneração neural (região a qual estava inserida dentro do tubo de 

silicone), seccionou-se transversalmente a peça, dividindo-a em dois 

segmentos: proximal (P) e distal (D). Esses segmentos foram novamente 

seccionado transversalmente, subdividindo em P1, P2, D1 e D2. Os 

segmentos proximal (P1) e o distal (D1) foram identificados, biselados em 

suas extremidades (P1- proximal; D1- distal) e condicionados em recipientes 

estéreis individuais contendo glutaraldeído 2% e paraformaldeído a 1% 

tamponado com fosfato de sódio 0,1M (pH = 7,3). Os seguimentos P2 e D2 

também foram identificados, biselados em suas extremidades e 

condicionados em recipientes estéreis individuais contendo paraformaldeído 

4% tamponado em fosfato-salino (pH=7,2) para posterior estudo 

imunocitoquímico. 

Após a fixação dos seguimentos P1 e D1 com tetróxido de ósmio a 



 

 

 

2% tamponado com cacodilato de sódio 0,1M (pH = 7,4), realizou-se a 

desidratação em banhos de imersão gradativos em concentrações 

crescentes de etanol (70% por 30min; 90% por 30min; e 100% por 20min  

por duas vezes), infiltração com óxido de propileno em concentrações de 

1:3, 1:2 e 1:1 por 60 minutos cada, impregnação com resina pura por 5 

horas em vácuo e a inclusão dos seguimentos com resina Epóxi® até sua 

polimerização em estufa a 600C por 72 horas. Finalizadas estas etapas, 

realizaram-se cortes transversais de 1µm de espessura com micrótomo 820-

II® (Reichert-Jung®, Austria) e posterior coloração com azul de toluidina a 

1%. 

Os segmentos P2 e D2 de cada animal, depois de fixados em 

paraformaldeído a 4% e tampão fosfato-salina (pH=7,2) por  24 horas, foram 

emblocados em parafina e preparados para microscopia com cortes em 

lâminas de 8µm realizados com micrótomo 820-II® (Reichert-Jung®, Austria). 

Após remoção da parafina foram imersos em xilol a 650C, por 5 minutos, o 

tecido foi rehidratado em banhos de etanol com concentrações 

decrescentes, por 15 minutos cada (dois banhos a 100%, um banho a 95%, 

um banho a 70%) e o processo foi bloqueado para diminuir a auto-

fluorescência, em três banhos de 10 minutos cada, em peróxido de 

hidrogênio a 3%. Uma vez transferidas para a solução tampão fosfato-salina 

(pH=7,2), as lâminas foram processadas para o estudo por 

imunofluorescência indireta com os marcadores S100 (identificação das 

células de Schwann) e β-galactosidase (detecção das células 

transplantadas) seguindo os mesmos protocolos descritos no item 4.2.4. 



 

 

 

4.2.10.3 Estudo histopatológico 

Sob visualização em microscópio óptico (Nikon® modelo Eclipse E 

600®) as lâminas dos segmentos P1 e D1 foram fotografadas com máquina 

fotográfica Nikon® (modelo Coolpix E 955®) com aumentos de 50x (1 campo 

- nervo inteiro) e 400x (3 campos de 3.000µm2 totalizando uma área de 

9.000µm2). Posteriormente as imagens foram transportadas para o 

computador portátil (Hewlett-Packard® Modelo Pavilion dv5®) e analisadas 

por meio do software SigmaScan Pro 5.0® (SPSS Science®, Chicago, USA). 

Antes das sessões fotográficas sob maior aumento (400x), o 

microscópio foi colimado e calibrado com uma lâmina-escala específica para 

que cada campo de 400x representasse exatamente uma área de 3.000µm2. 

No momento da cirurgia inicial, nove fragmentos normais de 3mm, 

retirados para a formação do hiato entre os segmentos proximais e distais do 

nervo facial do grupo A e dos 3 primeiros animais do grupo B, foram 

divididos em dois segmentos: proximal (P’) e distal (D’), e tratados de acordo 

com o protocolo 4.2.10.2 além de fotografados como descrito anteriormente. 

As extremidades proximais do segmento P’ e as distais do segmento D’ 

foram usadas para a formação de um novo grupo histológico, o grupo N 

(nervo normal). 

Todas as fotos foram digitalizadas e analisadas aleatóriamente por 

dois examinadores diferentes, cegos, e os resultados utilizados nos testes 

estatísticos foram compostos pela média obtida por esses dois 

examinadores. 



 

 

 

As imagens da imunofluorescencia indireta dos segmentos P2 e D2 

foram obtidas com auxílio do microscópio confocal (LSM510®, Zeiss®, 

Germany) da rede PREMiUM de Equipamentos Multiusuários do Complexo 

do Hospital das Clínicas, após subtração do sinal de fundo do controle 

negativo, omitindo, assim, o anticorpo primário. 

 

4.2.10.3.1 Análise histológica qualitativa 

Com as imagens fotogafadas em aumento de 50x, realizou-se um 

estudo descritivo dos dados qualitativos dos segmentos P1, P’, D1 e D’ nos 

quais foram observados os parâmetros seguintes: 

a) Presença, ou não, de fascículos bem definidos; 

b) Quantidade de fascículos; 

c) Arranjo axonal (morfometria e distribuição dos axônios  

mielinizados); 

d) Neoangiogenese. 

 

4.2.10.3.2 Análise quantitativa 

A análise quantitativa foi realizada com as três imagens fotografadas 

sob aumento de 400x dos seguimentos P1, P’, D1e D’ de cada nervo, e se 

avaliou: 

a) A quantidade total de axônios mielinizados em uma área parcial do 

nervo (9.000µm2); 



 

 

 

b) Densidade parcial da quantidade de axônios mielinizados 

[quantidade parcial de axônios mielinizados / área parcial (9.000µm2)]; 

c) Maturação da mielina por meio da medida do menor valor do 

diâmetro externo (incluindo a bainha de mielina) contido em uma área de 

9.000µm2 . 

Foram excluídas as fibras que não apresentavam seu centro dentro 

do campo. 

 

4.2.11 Análise estatística 

O cálculo da amostra foi baseado em estudos anteriores, 

semelhantes, e respeitaram-se as questões éticas relacionadas ao uso de 

animais em estudos experimentais (Brasil. Lei nº 9.605 de 12 de fevereiro 

de1998; Lwanga, Lemeshow, 1991). Esses estudos foram realizados com os 

mesmos animais (ratos Wistar), com emprego de materiais e técnicas 

semelhantes, porém avaliando diferentes parâmetros de outros nervos 

(Dezawa et al., 2001; Zhang et al., 2004; Lopes et al., 2006; Shimizu et al., 

2007; Cui et al., 2008; Lin et al., 2008b). 

Os resultados dos valores das variáveis ordinais (quantitativas) da 

avaliação funcional (amplitude, latência, duração e intensidade de estímulo) 

e da avaliação histológica (quantidade total, densidade e diâmetro axonal em 

uma área parcial de 9.000µm2) foram comparados utilizando o software 

Statistical Package for Social Sciences® (SPSS, SPSS Inc.®, Chicago, IL, 



 

 

 

EUA), em sua versão 19.0®, por: testes Kolmogorov-Smírnov para a análise 

de normalidade; testes de Kruskal-Wallis e Friedman para a verificação de 

possíveis diferenças entre os grupos/períodos quando comparados 

concomitantemente (p<0,05); e os testes de Mann-Whitney e Postos 

Sinalizados de Wilcoxon ajustados pela Correção de Bonferroni (p=0,005116 

e p=0,008512 respectivamente) para a identificação de quais os momentos e 

quais os grupos que apresentaram diferenças entre si quando comparados 

dois-a-dois. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

5 RESULTADOS 

 

 

Dos 12 animais selecionados para cada grupo, dois do grupo A foram 

descartados, o primeiro por causa de anomalia anatômica congênita 

(malformação crânio-maxilo-facial com exoftalmia unilateral) e o segundo por 

malformação do ramo mandibular do nervo facial direito visível por 

transparência (comunicação anômala do ramo mandibular com o bucal). No 

grupo C um animal foi descartado por apresentar-se abaixo da massa 

corporal estipulada. 

Os valores das massas iniciais e finais para cada animal assim como 

suas variações e médias (por grupo) estão descritas na Tabela A (Anexo A).    

A incidência de morte nos grupos A e B foi de 8,3% (um animal), nos 

2º e 3º dias de pós-operatório respectivamente, por ruptura da ferida 

cirúrgica e automutilação. No grupo C a incidência foi de 16,6% (dois 

animais) por complicações anestésicas durante os preparativos para o 

procedimento de avaliação funcional da 3ª semana. No grupo D, a incidência 

de morte foi de 16,6% (dois animais), um animal no pré-operatório e um 

animal na avaliação realizada na 6ª semana, também por complicações 

anestésicas. Estas incidências estão expostas na Tabela B (Anexo A). Em 

nenhum grupo houve sinal de infecção pós-operatória e/ou presença de 

úlceras neuro-distróficas. 

 



 

 

 

5.1 Cultura e caracterização das células multipotentes do estroma 

mesenquimal indiferenciadas  

 

As CMEM extraídas da medula óssea de fêmures e tíbias de dois 

ratos Wistar adultos foram cultivadas e separadas das células 

hematopoiéticas por troca do meio de cultivo nas primeiras horas bem como 

por suas passagens. 

À luz de transmissão ou contraste de fase, as CMEMi mostraram-se 

grandes, com processos celulares tendendo a ser paralelos, estendendo-se 

em um sentido longitudinal (Figura 3A). As CMEMi dos dois cultivos 

primários realizados toleraram muito bem as passagens celulares e seu 

congelamento até por volta do quarto repique. Após a quinta passagem, elas 

mantiveram-se viáveis, embora aparentemente com um ritmo proliferativo 

mais baixo.  

 

Figura 3 - (A) Células CMEMi ; (B) CMEMilacZ+ fixadas e tratadas em condições 
oxidativas, em presença do substrato X-Gal da enzima β-galactosidase, 
produzida pelo gene-reporter lacZ; (C) CMEMilacZ+ submetidas à 
imunofluorescência indireta com anticorpo anti-β-galactosidase. A expressão 
do gene repórter e a atividade da enzima produzida, β-galactosidase, são 
detectadas pela coloração azul (B) indicando a reação positiva pela digestão do 
substrato X-gal pela β-galactosidase, ao contrário do controle negativo (A) de 
CMEMi não transduzida com o vetor lentiviral que carrega o gene repórter. O 
ensaio de imunofluorescência com o anticorpo anti-β-galactosidase define 
somente que houve expressão do gene repórter naquela célula (C). Barras de 
escala: 50µm. 
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As células aderentes ao substrato plástico mostraram-se negativas à 

imunomarcação com anticorpos CD34 e CD45, bem como para os 

marcadores Oct-6, o receptor de neurotrofinas p75NTR (CD27), S100 e GFAP 

(dados não mostrados), confirmando tratar-se de CMEMi. 

 

5.2 Transdução 

 

No ensaio colorimétrico, observou-se a cor azul na maioria das 

células CMEMi testadas (Fig. 3B), ao contrário do controle negativo, em que 

não houve modificação de cor (Figura 3A). A imunofluorescência indireta das 

CMEMi com anticorpo anti-β-galactosidase, também foi positiva (Figura 3C).     

As células CMEMi transduzidas, ou seja, positivas para a expressão 

do gene repórter, denominadas agora  CMEMilacZ+, foram congeladas em 

alíquotas e usadas nos procedimentos cirúrgicos e ensaios de diferenciação 

celular. 

 

 

5.3 Diferenciação das células multipotentes do estroma mesenquimal 

indiferenciadas e caracterização das células multipotentes  do  

estroma mesenquimal diferenciadas 

 

Três alíquotas de CMEMilacZ+ foram submetidas ao tratamento in 

vitro para diferenciação em células semelhantes a células de Schwann. Na 

última semana do protocolo de 21 dias de tratamento, as modificações 

fenotípicas tornaram-se evidentes, com células apresentando um corpo 



 

 

 

celular estrelado e mais estreito do que as CMEMi e CMEMilacZ+, além de 

poucos processos celulares, todos longos e finos (Figura 4). 

 

 

Figura 4 -  (A) Imagens obtidas em fase,ao microscópio invertido Axiovert 40C® (Zeiss®, 
Alemanha), durante o tratamento de células CMEMilacZ+ em cultura, visando a 
sua diferenciação em células semelhantes às células de Schwann. Os meios 
de cultura (A, B e C) indicam as condições em que se encontravam as células 
durante o tratamento de acordo com o fluxograma em (B) e o período de 
incubação em cada meio quando a fotografia foi tirada está indicado em horas 
(h). (B) As unidades de tempo em (B) indicam a duração de cada etapa do 
tratamento in vitro. Os painéis de imagem em (A) permitem acompanhar a 
modificação da morfologia das células ao longo do tratamento, sobretudo 
quando incubadas em meio de cultura C. Neste meio, após 96 e 144 horas, 
observam-se processos alongados partindo do corpo celular (setas). Barras de 
escala: 100µm (meio A); 50µm (meios B e C). 

 

No ensaio de imunofluorescência as células CMEMdlacZ+  foram 

positivas para a -β-galactosidase em três dos quatro marcadores testados, 

Oct-6, p75NTR e S100 (Figura 5). O quarto marcador, GFAP, mostrou-se 



 

 

 

negativo (dados não mostrados).  

 

Figura 5 - Imunofluorescência indireta de células CMEMdlacZ+ que foram submetidas ao 
tratamento completo visando à diferenciação in vitro em células semelhantes a 
células de Schwann. A marcação dupla foi realizada utilizando-se o anticorpo 
anti-β-galactosidase, com detecção por Alexa488 (verde, painéis A, D e G) e 
anticorpos para proteínas com expressão em precursores de células de 
Schwann (Oct-6, painel B), células de Schwann precursoras e imaturas 
(p75NTR, painel E) e células de Schwann maduras (S100, painel H), com 
detecção por Alexa 568, em vermelho. Os painéis C, F e I definem a 
sobreposição das imagens, respectivamente entre os paineis A e B; D e E; e G 
e H. As imagens sobrepostas mostram que as células com expressão da 
proteína codificada pelo gene reporter (β-galactosidase) é a mesma que 
expressa os marcadores para célula de Schwann, uma vez concluído o 
tratamento in vitro. Nos painéis G-I, observa-se que a morfologia celular 
modificou, apresentando um corpo celular mais estrelado e longos processos, 
característicos de células da glia, corroborando o fenótipo de célula de 
Schwann madura, indicado pela expressão de S100. Imagens obtidas do 
agrupamento de seções z do microscópio confocal LSM410 (Zeiss, Alemanha). 
Barras de escala: 25 µm (A-C e G-I); 50 µm (D-F). 



 

 

 

5.4 Avaliação da regeneração neural 

 

A eficiencias das CMEMi e CMEMd na regeneração do ramo 

mandibular do nervo facial de ratos foi avaliada utilizando-se dois métodos 

objetivos: um funcional (estudo neurocondução motora) e outro histológico 

(análise quantitativa), além da complementação da avaliação histológica 

com um método subjetivo (estudo qualitativo) .  

 

5.4.1 Avaliação funcional da regeneração neural  

Os valores das variáveis amplitude, latência, duração e intensidade de 

estimulação dos PAMCs, dos lados direito e esquerdo, obtidos no pré-

operatório, assim como os valores das variáveis amplitude, latência, duração 

dos PAMCs obtidos nas terceiras e sextas semanas de pós-operatório, do 

lado dereito, foram submetidos ao teste de Kolmogórov-Smírnov resultando 

em 30% de dados não-normais.  

 

5.4.1.1 Avaliação funcional da regeneração neural: pré-operatório 

Os valores absolutos das variáveis, amplitude, latência, duração e 

intensidade de estimulação dos PAMCs, obtidos no pré-operatório dos lados 

direito e esquerdo, foram descritos na Tabela C (Anexo B). A média, 

mediana, desvio-padrão e percentil desses valores foram submetidos ao 

Teste de Kruskal-Wallis e analisados (p<0,05). A Tabela 1 mostra que, no 

pré-operatório, não houve diferença estatisticamente significante destas 

variáveis entre os grupos e/ou lados estudados. 



 

 

 

Tabela 1 -  Descrição e comparação dos valores das variáveis amplitude, 
latência, duração e intensidade de estimulação dos PAMCs 
obtidos no pré-operatótio. 

 

 

5.4.1.2 Avaliação funcional da regeneração neural: 3ª semana 

Os valores absolutos das variáveis amplitude, latência e duração dos 

PAMCs, obtidos na 3ª semana do lado direito, estão descritos na Tabela D 

(Anexo C). A média, mediana, desvio-padrão e percentil desses valores 

foram submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis e analisados (p<0,05).            

Percentil Percentil 50 Percentil 
25 (Mediana) 75

A 9 5,8 1,68 3,6 8,68 4,08 6,34 6,83
Amplitude B 11 5,78 1,8 2,52 8,4 4,45 6,03 7,1

Direita C 11 5,85 2,5 2,55 10,67 4,3 5,8 6,15
(mV) D 11 5,79 1,68 3,69 8,5 4,32 5,57 7,42

TOTAL 42 5,8 1,89 2,52 10,67 4,32 5,78 7
A 9 5,71 1,61 3,49 7,79 3,84 6,04 7,1

Amplitude B 11 5,72 2,15 1,59 8,92 4,29 5,9 7,3
Esquerda C 11 5,81 2,21 2,1 9,08 3,82 5,94 7,63

(mV) D 11 5,81 1,8 2,5 8,17 4,83 6,18 6,88
TOTAL 42 5,76 1,9 1,59 9,08 4,24 6,03 7,23

A 9 1,17 0,19 0,8 1,5 1,1 1,16 1,3
Latência B 11 1,17 0,23 0,8 1,48 1 1,16 1,4
Direita C 11 1,34 0,27 1,06 2,05 1,14 1,3 1,38
(ms) D 11 1 0,32 0,58 1,64 0,74 0,87 1,22

TOTAL 42 1,17 0,28 0,58 2,05 1,02 1,18 1,34
A 9 1,14 0,13 1 1,3 1,01 1,1 1,3

Latência B 11 1,13 0,11 1 1,3 1 1,16 1,2
Esquerda C 11 1,37 0,47 0,82 2,66 1,1 1,28 1,5 0,08

(ms) D 11 1,03 0,19 0,6 1,68 0,92 1,13 1,88
TOTAL 42 1,15 0,31 0,6 2,66 1 1,1 1,29

A 9 4,49 1,1 2,76 5,66 3,2 4,82 5,61
Duração B 11 4,48 1,23 3,12 6,52 3,33 4,26 5,61
Direita C 11 4,43 0,93 2,06 5,79 4,01 4,47 4,78 0,982
(ms) D 11 4,44 1,23 2,93 6,83 3,43 4,01 5,59

TOTAL 42 4,46 1,08 2,06 6,83 3,55 4,45 5,13
A 9 4,43 0,74 3,33 5,87 3,92 4,38 4,87

Duração B 11 4,42 0,85 3,36 5,96 3,71 4,37 4,98
Esquerda C 11 4,46 0,85 3,11 6,08 3,83 4,29 5,35 0,996

(ms) D 11 4,35 0,98 2,62 5,97 3,69 4,2 4,74
TOTAL 42 4,41 0,83 2,62 6,08 3,92 4,37 4,76

A 9 2,48 0,44 2 3 2 2,5 2,95
 Estímulo B 11 2,48 0,42 2 3 2 2,5 3
Direita C 11 2,37 0,39 1,7 3 2 2,4 2,7
(mA) D 11 2,95 0,65 2 4 2,5 3 3

TOTAL 42 2,58 0,53 1,7 4 2 2,55 3
A 9 2,44 0,42 2 3 2 2,5 2,9

 Estímulo B 11 2,45 0,46 2 3 2 2,5 3
Esquerda C 11 2,28 0,49 1,5 2,9 1,9 2,4 2,6

(mA) D 11 2,68 0,64 2 4 2 3 3
TOTAL 42 2,46 0,52 1,5 4 2 2,5 3

 

* p<0,05
Teste de Kruskal-Wallis

0,983

0,999

0,066

0,076

0,352

Mínimo Máximo Sig. (p)

PRÉ-OPERATÓRIO

Variavél Grupo n Média Desvio-padrão



 

 

 

A Tabela 2 mostra que na avaliação da 3ª semana, não houve diferença nos 

valores das amplitudes (p=0,932) e das latências (p=0,987) entre os grupos, 

apenas nos valores da duração dos PAMCs (p=0,01).  

 

Tabela 2 -  Descrição e comparação dos valores das variáveis: amplitude, 
latência e duração dos PAMCs obtidos na terceira semana. 

 

 

A variável duração foi submetida ao Teste de Mann-Whitney, ajustado 

pela Correção de Bonferroni (alfa de Bonferroni = 0,008512) e comparada 

grupo a grupo. 

A duração dos PAMCs do grupo C foi menor, ou seja, melhor quando 

comparada a duração dos grupos A (p=0,007) e B (p=0,002). Não houve 

diferença quando confrontados os grupos A e B (p=0,704), A e D (p=0,849), 

B e D (p=0,622), C e D (p=0,017).  

 

Percentil Percentil 50 Percentil 
25 (Mediana) 75

A 9 0,4 0,44 0,12 1,39 0,14 0,22 0,59
Amplitude B 11 0,4 0,5 0,03 1,76 0,05 0,26 0,38

Direita C 9 0,27 0,2 0,01 0,53 0,07 0,33 0,45
(mV) D 11 0,24 0,18 0,04 0,65 0,12 0,2 0,35

TOTAL 40 0,33 0,36 0,01 1,76 0,12 0,21 0,38
A 9 5,7 2,88 1,64 9,1 2,63 6,6 8,45

Latência B 11 5,77 3,22 0,76 11,2 3,8 4,54 8,18
Direita C 9 5,37 2,34 2,86 10,9 3,78 5,11 5,82
(ms) D 11 6,5 4,35 1,93 11,7 2,1 7,3 11

TOTAL 40 5,86 3,24 0,76 11,7 2,89 5,12 8,65
A 9 13,98 2,26 9,71 18,8 12,73 14,1 14,93

Duração B 11 13,97 2,82 10,24 18,6 11,9 13,01 16,8 *

Direita C 9 10,61 1,61 8,7 13,68 9,4 10,2 11,88 0,01
(ms) D 11 13,31 2,68 7,8 16,8 11,9 13,58 16,03

TOTAL 40 13,04 2,67 7,8 18,8 10,7 13 14,3

*p <0,05
Teste de Kruskal-Wallis

3ª SEMANA

0,923

0,987

Variável Grupo n Média Desvio-padrão Mínimo Máximo Sig. (p)



 

 

 

5.4.1.3 Avaliação funcional da regeneração neural: 6ª semana 

Os valores absolutos das variáveis amplitude, latência e duração dos 

PAMCs, obtidos na sexta semana do lado direito, estão descritos na Tabela 

E (Anexo D). A média, mediana, desvio-padrão e percentil desses valores 

foram submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis e analisados (p<0,05). A 

Tabela 3 mostra que foram encontradas diferenças estatisticamente 

significativas nos valores das amplitudes e durações dos PAMCs (p<0,001). 

Não houve diferença entre as latências obtidas na 6ª semana (p=0,323). 

 

Tabela 3 - Descrição e comparação dos valores das variáveis amplitude, 
latência e duração dos PAMCs do lado direito obtidos na 6ª 
semana. 

 

 

As variáveis amplitude e duração dos PAMCs foram submetidas ao 

Teste de Mann-Whitney ajustado pela Correção de Bonferroni (alfa de 

Bonferroni = 0,008512) e comparadas grupo a grupo. 

Percentil Percentil 50 Percentil 
25 (Mediana) 75

A 9 0,66 0,51 0,35 1,93 0,37 0,47 0,78
Amplitude B 11 0,66 0,45 0,22 1,86 0,33 0,6 0,78 *

(mV) C 9 2,07 0,73 1,26 3,61 1,62 1,76 2,59 < 0,001
D 10 1,85 0,66 1,33 3,49 1,43 1,59 2,15

TOTAL 39 1,29 0,87 0,22 3,61 0,5 1,33 1,76
A 9 3,21 2,28 1,4 9 1,88 2,63 3,35

Latência B 11 3,2 1,74 1,8 7,12 1,96 2,65 4,7
(ms) C 9 2,24 0,31 1,72 2,7 2,1 2,1 2,52

D 10 2,14 0,5 1,63 2,89 1,72 1,95 2,71
TOTAL 39 2,71 1,49 1,4 9 1,9 2,28 2,75

A 11 11,97 2,69 8,25 16,2 9,35 12,4 14,2
Duração B 9 11,98 1,7 8,51 14,5 11,3 11,9 13,1 *

(ms) C 9 6,51 0,94 5,32 8,11 5,82 6,09 7,42 < 0,001
D 10 9,42 0,91 8,6 11,8 8,88 9,18 9,59

TOTAL 39 10,06 2,81 5,32 16,2 8,25 9,37 12,3

*p < 0,05

6ª SEMANA

Variavel Grupo n Média Desvio-padrão Mínimo

Teste de Kruskal-Wallis

Máximo Sig. (p)

0,323



 

 

 

Em relação às amplitudes obtidas na 6ª semana, os grupos que 

utilizaram CMEM (C e D) apresentaram resultados maiores, ou seja, 

melhores ao serem comparados aos grupos A (p<0,001) e B (p<0,001), os 

quais não receberam essas células. Não houve diferença nos valores das 

amplitudes ao confrontar os grupos A e B (p=0,849) e os grupos C e D 

(p=0,307) nesse mesmo período. (Gráfico 1) 

 

Gráfico 1- Amplitudes dos PAMCs do lado direito obtidas no pré-operatório, 3ª e 6ª 
semanas. Não houve diferença entre os grupos e/ou lados quando comparados 
no pré-operatório ou quando comparados os grupos na 3ª semana. Na 6ª 
semana, os grupos C e D apresentaram maiores amplitudes ao serem 
comparados aos grupos A e B (*p<0,001). (Teste de Mann-Whitney ajustado 
pela Correção de Bonferroni com alfa de Bonferroni = 0,008512) 

 
 
 

A duração dos PAMCs do grupo A foi igual ao do grupo B (p=0,879), 

entretanto, ao confrontar o grupo A com os grupos C (p<0,001) e D 

(p=0,007), os resultados foram maiores, ou seja, piores. No grupo B, a 



 

 

 

duração dos PAMCs foi maior em comparação ao grupo C (p<0,001), porém, 

sem diferença estatisticamente significativa com o grupo D (p=0,032). Ao 

analisar somente as durações dos PAMCs dos grupos aos quais foram 

aplicadas as CMEM, o grupo C apresentou durações menores se 

comparados às do grupo D (p<0,001) (Gráfico 2).  

 

 

Gráfico 2 - Duração dos PAMCs do lado direito obtidos no pré-operatório, 3ª e 6ª semanas. 
Não houve diferença entre os grupos e/ou lados quando comparados no pré-
opratório. Na 3ª semana, a duração do grupo C foi estatisticamente menor que 

a dos grupos A e B (*p≤0,007). Na 6ª semana, a duração do grupo A foi maior 

que a dos grupos C e D (*p≤0,007). Os grupos B (*p<0,001) e D (*p<0,001) 
apresentaram durações maiores ao serem comparados com o grupo C (Teste 

de Mann-Whitney ajustado pela Correção de Bonferroni com alfa de Bonferroni 

= 0,008512) 

 



 

 

 

Em relação especificamente a latência, não houve diferença nos 

valores obtidos no pré-operatório, 3ª e 6ª semanas ao comparar grupo a 

grupo (p>0,05) (Gráfico 3). 

 

 

Gráfico 3 - Latência dos PAMCs do lado direito obtidos no pré-operatório, 3ª e 6ª semanas 
Não houve diferença nos valores das latências dos PAMCs obtidos no pré-
operatório, 3ª e 6ª semanas ao comparar os grupos (Teste de Kruskal-Wallis; 
p<0,05). 

 

 

5.4.2 Avaliação funcional da regeneração neural: comparação entre os 

períodos 

Os valores absolutos das variáveis: amplitude, latência e duração dos 

PAMCs, obtidos no pré-operatório, na 3ª e na 6ª semana do lado direito 

foram descritos anteriormente nas Tabelas C, D e E (Anexos B, C e D) 

respectivamente. A média, mediana, desvio-padrão e percentil desses 



 

 

 

valores foram submetidos ao Teste de Friedman e analisados (p<0,05). A 

Tabela 4 mostra que foram encontradas diferenças estatisticamente 

significativas em todos os grupos e variáveis estudas ao confrontar os 

grupos por períodos (p≤0,001).  

 

Tabela 4 -  Comparação, por período, das variáveis amplitude, latência e 

duração dos PAMCs do lado direito. 

 

 

As variáveis amplitude, latência e duração dos PAMCs do lado direito 

foram submetidas ao Teste dos Postos Sinalizados de Wilcoxon ajustado 

Desvio- Percentil Percentil 50 Percentil Significância 
padrão 25 (Mediana) 75  (p)

9 5,8 1,68 3,6 8,68 4,08 6,34 6,83 *

9 0,4 0,44 0,12 1,39 0,14 0,22 0,59 < 0,001
9 0,66 0,51 0,35 1,93 0,37 0,47 0,78
9 1,17 0,19 0,8 1,5 1,1 1,16 1,3 *

9 5,7 2,88 1,64 9,1 2,63 6,6 8,45 0,001
9 3,21 2,28 1,4 9 1,88 2,63 3,35
9 4,48 1,23 3,12 6,52 3,33 4,26 5,61 *

9 13,97 2,82 10,24 18,6 11,9 13,01 16,8 0,001
9 11,98 1,7 8,51 14,5 11,3 11,9 13,1
11 5,78 1,8 2,52 8,4 4,45 6,03 7,1 *

11 0,4 0,5 0,03 1,76 0,05 0,26 0,38 < 0,001
11 0,66 0,45 0,22 1,86 0,33 0,6 0,78
11 1,17 0,23 0,8 1,48 1 1,16 1,4 *

11 5,77 3,22 0,76 11,2 3,8 4,54 8,18 < 0,001
11 3,2 1,74 1,8 7,12 1,96 2,65 4,7
11 4,49 1,1 2,76 5,66 3,2 4,82 5,61 *

11 13,98 2,26 9,71 18,8 12,73 14,1 14,93 < 0,001
11 11,97 2,69 8,25 16,2 9,35 12,4 14,2
9 5,81 2,8 2,55 10,67 3,8 5,28 8,05 *

9 0,27 0,2 0,01 0,53 0,07 0,33 0,45 < 0,001
9 2,07 0,73 1,26 3,61 1,62 1,76 2,59
9 1,34 0,3 1,06 2,05 1,12 1,3 1,43 *

9 5,37 2,34 2,86 10,9 3,78 5,11 5,82 < 0,001
9 2,24 0,31 1,72 2,7 2,1 2,1 2,52
9 4,31 1 2,06 5,79 4,01 4,47 4,78 *

9 10,61 1,61 8,7 13,68 9,4 10,2 11,88 < 0,001
9 6,51 0,94 5,32 8,11 5,82 6,09 7,42
10 5,52 1,51 3,69 8,5 4,31 5,24 6,48 *

10 0,24 0,19 0,04 0,65 0,11 0,19 0,37 < 0,001
10 1,85 0,66 1,33 3,49 1,43 1,59 2,15
10 1,03 0,32 0,58 1,64 0,81 0,95 1,25 *

10 6,42 4,58 1,93 11,7 2,1 6 11,05 < 0,001
10 2,14 0,5 1,63 2,89 1,72 1,95 2,71
10 4,46 1,29 2,93 6,83 3,43 4,01 5,59 *

10 13,45 2,78 7,8 16,8 11,9 13,58 16,03 < 0,001
10 9,42 0,91 8,6 11,8 8,88 9,18 9,59

Teste de Friedman

*p<0,05
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pela Correção de Bonferroni (alfa de Bonferroni = 0,016952) e comparadas 

entre os três períodos de análise.  

 

5.4.2.1 Amplitudes  

Nos grupos A e B, as amplitudes obtidas no pré-operatório foram 

maiores, quando comparadas às obtidas na 3ª (p=0,008; p=0,003) e 6ª 

semanas (p=0,008; p=0,003), não havendo diferença ao confrontar os 

valores obtidos nas 3ª e 6ª semanas (p=0,066; p=0,050) respectivamente. 

Nos grupos C e D, as amplitudes obtidas no pré-operatório foram 

maiores quando comparadas às obtidas na 3ª (p=0,008; p=0,003) e 6ª 

semanas (p=0,008; p=0,005), entretanto os valores das amplitudes da 6ª 

semana também foram estatisticamente maiores ao serem confrontados 

com os da 3ª (p=0,008; p=0,005) nesses dois grupos.  

 

5.4.2.2 Latência  

As latências dos grupos A, B e D no pré-operatório foram menores, ou 

seja, melhores quando comparadas as latências obtidas na 3ª (p=0,008; 

p=0,004; p=0,003) e 6ª (p=0,008; p=0,003; p=0,005) semanas. Não houve 

diferença nos valores dessa variável ao compará-la com os valores obtidos 

na 3ª e 6ª semanas (p=0,038; p=0,050; p=0,037).  

As latências do grupo C no pré-operatório foram menores quando 

comparadas as latências obtidas nas 3ª (p=0,008) e 6ª semanas (p=0,008). 

Entretanto, os valores das latências na 6ª semana também se mostraram 

menores ao serem comparados com os da 3ª (p=0,008) neste grupo.  



 

 

 

5.4.2.3 Duração 

Nos grupos A, B e D as durações dos PAMCs no pré-operatório foram 

menores ao confrontá-las com as durações obtidas na 3ª (p=0,008; p=0,003; 

p=0,003) e 6ª semanas (p=0,008; p=0,003; p=0,005), não havendo diferença 

ao comparar os valores dessa variávél obtidos na 3ª semana com os da 6ª 

semana (p=0,173; p=0,108; p=0,107).  

No grupo C, as durações dos PAMCs no pré-operatório foram 

menores ao compará-las com as obtidas na 3ª (p=0,008) e 6ª semanas 

(p=0,008). No entanto, as durações dos PAMCs desse grupo obtidas na 6ª 

também foram menores ao confronta-las com os valores obtidos na 3ª 

semanas (p=0,008) nesse grupo. A Figura 6 mostra exemplos de PAMCs 

dos grupos A, B, C e D adquiridos nos três períodos estudados (lado direito). 

 



 

 

 

 

Figura 6 – Exemplos de PAMCs do lado direito dos grupos A, B, C e D nos três períodos 
estudados. A coluna 1 representa os PAMCs obtidos no pré-operatório : (A) 
grupo A; (B) grupo B; (C) grupo C; (D) grupo D. A coluna 2 representa os 
PAMCs obtidos na 3ª semana: (E) grupo A; (F) grupo B; (G) grupo C; (H) grupo 
D. A coluna 3 representa os PAMCs obtidos na 6ª semana: (I) grupo A; (J) 
grupo B; (K) grupo C e (L) grupo D. 

 

 

 

 



 

 

 

5.5 Avaliação histológica da regeneração neural 

 

Durante o processo de inclusão e/ou cortes, perdeu-se um segmento 

distal do grupo B e descartaram-se seis segmentos do grupo D (três 

proximais e três distais) por causa da inclusão no eixo errado e 

consequentes cortes longitudinais. Portanto, ao todo, foram analisados 

histológicamente 95 segmentos de nervos, 48 segmentos proximais (nove 

do grupo A, 11 do grupo B, nove do grupo C, sete do grupo D e 12 do grupo 

N) e 47 segmentos distais (nove do grupo A, 10 do grupo B, nove do grupo 

C, sete do grupo D e 12 do grupo N). 

No total, foram fotografadas 380 lâminas, 95 no aumento de 50x 

(nervo inteiro – uma foto por segmento P1, P’, D1 e D’) e 285 no aumento de 

400x (três fotos por segmento P1, P’, D1 e D’). Todas as fotos foram 

digitalizadas e analisadas com o software SigmaScan Pro 5.0 (SPSS 

Science®, Chicago, USA) por dois examinadores diferentes, cegos, sendo 

os resultados utilizados nos testes estatísticos a média obtida por esses dois 

examinadores. 

 
 
5.5.1 Avaliação histológica qualitativa da regeneração neural:  

 

5.5.1.1 Segmentos proximais (P1 e P’) 

Ao comparar os segmentos proximais (P1) somente dos grupos 

operados, não houve diferenças visualmente importantes. Todos 

apresentaram uma morfologia bastante semelhante: um fascículo bem 



 

 

 

definido, axônios relativamente arredondados, com diâmetros 

aparentemente regulares, distribuídos homogeneamente e com bainha de 

mielina densa e espessa (Figuras 7A-D). O epineuro e perineuro estavam 

presentes variando de espessura em poucos animais dentro de cada grupo. 

A neoangiogênese apesar de discreta foi mais visualizada nos grupos A e B 

(Figuras 7A-B).  

 

 

 



 

 

 

 

 

Figura 7 – Cortes histológicos transversais  de 1µm corados com azul de toludina 1% dos 
seguimentos proximais (P1 e P’) e distas (D1 e D’) obtidos atravéz da 
visualização por microscópio óptico em aumento de 400x, representando uma 
área de 3,000 µm2 (Barra de escala=30 µm). A primeira linha (superior) 
representa os segmentos proximais:  (A) grupo A; (B) grupo B; (C) grupo C; (D) 
grupo D e (N) nervo normal.  A segunda linha (inferior) representa os 
segmentos distais: (E) grupo A; (F) grupo B; (G) grupo C; (H) grupo D; (M) 
nervo normal. 



 

 

 

 Os segmentos proximais dos nervos normais (P’) apresentaram 

também um fascículo que continha axônios regulares, de diâmetros similares 

e distribuídos homogeneamente. O perineuro mostrou-se como uma 

condensação de tecido frouxo e o epineuro estavam presentes e visíveis 

(Figura 5N). Contudo, ao comparar os segmentos P1 com o P’, as 

diferenças tornaram-se mais evidentes, mostrando que houve uma rarefação 

e clara alteração na morfologia dos axônios como diminuição do tamanho 

axonal, adelgaçamento e formação irregular da bainha de mielina em todos 

os grupos, além de salientar a presença de neoangiogênese principalmente 

no grupo A (Figuras 7A-N). Apesar de discretas a diferenças entre os 

segmentos P, o grupo C foi o que mais se aproximou do nervo normal 

(Figuras 7 C e N).  

 

5.5.1.2 Segmentos distais (D1 e D’) 

Nos grupos C e D houve a formação de dois a três fascículos bem 

definido, porém com epineuro e perineuro menos espessos se comparados 

aos segmentos proximais (P1) (Figuras 7 C-D e G-H). No grupo D, apesar 

de ter havido a formação de fascículos, os axônios confluíram e formaram 

pequenos grupos, com axônios regulares, porém muito pequenos e com 

bainha de mielina mais delgada. Tanto o epineuro quanto o perineuro 

apresentaram-se mais finos (Figura 7H). Nos grupos A e B, não houve a 

formação de fascículos, apenas diversos agrupamentos axonais, com uma 

quantidade ínfima de axônios irregulares e sem perineuro. O epineuro 

também foi de difícil localização e quando presente mostrava-se muito fino 



 

 

 

(Figuras 7E e 7F). A neoangiogênese foi mais evidente em todos os grupos 

ao compará-los com os segmentos P1 e P’, porém mais presente nos grupos 

que não receberam CMEM (A e B). Em comparação ao segmento distal do 

nervo normal (Figura 7M), assim como ocorrido no segmento proximal, as 

diferenças tornaram-se mais evidentes, mostrando uma diminuição ainda 

maior da quantidade e no tamanho dos axônios, principalmente nos grupos 

A e B, além do adelgaçamento e irregularidade na bainha de mielina em 

todos os grupos (Figuras 7 E-H). A neoangiogênese foi claramente maior no 

segmento distal dos grupos A e B apesar de presente também no grupo D. 

O segmento D1 do grupo C também foi o que mais se assemelhou ao nervo 

normal (Figuras 7 G e M).  

 

5.5.2 Avaliação histológica quantitativa da regeneração neural 

Os valores absolutos do número total de axônios, as médias dos 

diâmetros e a densidade axonal em uma área parcial (9.000µm2) dos 

segmentos P’ e D’ obtidos no pré-operatório (grupo N) e dos segmentos P1 

e D1 obtidos na 6ª semana (grupos A, B, C e D) foram descritos na Tabela F 

(Anexo E). As médias, medianas, os desvios-padrões e percentis destes 

valores foram submetidos ao Teste de Kruskal-Wallis e analisados (p<0,05). 

A Tabela 5 mostra que nos segmentos proximais foram encontradas 

diferenças apenas nas médias dos diâmetros axonais (p<0,001), enquanto 

nos segmentos distais todas as variáveis histológicas estudadas mostraram 

diferenças statisticamente significativas.  

 



 

 

 

Tabela 5 -  Descrição e comparação dos valores dos números, diâmetros e 

densidades axonais dos segmentos proximais e distais dos 

grupos estudados.   

 

 

5.5.2.1 Segmentos proximais (P1 e P’) 

As médias dos diâmetros axonais dos segmentos P1 e P’ foram 

submetidas ao Teste de Mann-Whitney ajustado pela Correção de 

Bonferroni (alfa de Bonferroni = 0,005116) e comparadas grupo a grupo.  

Não houve diferença ao comparar os diâmetros dos grupos C e D 

com os diâmentros dos grupos A, B e N (p≥0,007). Também não houve 

Desvio Percentil Percentil 50 Percentil Significancia

padrão 25 Mediana 75 (p)

A 9 1516 323,42 1241 2063 1259 1381 1800,5
Número B 11 1517 243,64 1259 2123 1339 1462 1633

de axônios C 9 1613,2 429,84 1182 2325 1354,5 1381 2089,5 0,193
Segmento D 7 1692,1 273,31 1293 2162 1514 1629 1811
proximal N 12 1662 131,03 1336 1847 1590,75 1669,5 1753

Total 48 1596,7 284,02 1182 2325 1355,25 1568 1753
A 9 444,22 92,94 324 602 359,5 423 517

Número B 10 445 238,04 160 776 198,25 437,5 655,25 *

de axônios C 9 1024 356,83 489 1832 846,5 1025 1076 < 0,001
Segmento D 7 988,71 462,94 372 1507 539 903 1434

distal N 12 1646 115,96 1382 1789 1599 1663 1721,5
Total 47 943,34 546,82 160 1832 444 786 1518

A 9 3,1 0,41 2,27 3,62 2,92 3,01 3,5
Diâmetro B 11 3,09 0,45 2,4 3,93 2,67 3,13 3,45 *

Axônal C 9 3,9 0,73 3,28 5,58 3,39 3,64 4,22 < 0,001
Segmento D 7 3,36 0,87 2,46 4,57 2,49 3,63 4,03
proximal N 12 4,5 0,21 4,2 5,01 4,36 4,48 4,53

Total 48 3,63 0,78 2,27 5,58 3 3,5 4,38
A 9 2,78 0,47 2,26 3,59 2,37 2,66 3,21

Diâmetro B 10 2,78 0,42 2,43 3,84 2,51 2,62 2,9 *

Axônal C 9 3,22 0,3 2,86 3,77 3 3,16 3,42 < 0,001
Segmento D 7 2,77 0,61 2,32 3,68 2,34 2,47 3,62

distal N 12 4,49 0,27 4,09 5,06 4,28 4,51 4,61
Total 47 3,3 0,83 2,26 5,06 2,54 3,05 4,09

A 9 0,17 0,04 0,14 0,23 0,14 0,15 0,2
Densidade B 11 0,17 0,03 0,14 0,24 0,15 0,16 0,18

Axônal C 9 0,18 0,05 0,13 0,26 0,15 0,15 0,23 0,169
Segmento D 7 0,19 0,03 0,14 0,24 0,18 0,19 0,23
proximal N 12 0,18 0,01 0,15 0,21 0,18 0,19 0,19

Total 48 0,18 0,03 0,13 0,26 0,15 0,18 0,19
A 9 0,05 0,01 0,04 0,07 0,04 0,05 0,06

Densidade B 10 0,05 0,03 0,02 0,09 0,02 0,05 0,07 *

Axônal C 9 0,11 0,04 0,05 0,2 0,09 0,11 0,12 < 0,001
Segmento D 7 0,11 0,05 0,04 0,17 0,06 0,1 0,16

distal N 12 0,18 0,01 0,15 0,2 0,18 0,18 0,19
Total 47 0,1 0,06 0,02 0,2 0,05 0,09 0,17

*p < 0,05

Máximo

Teste de Kruskal-Wallis

Variável Grupo n Média Mínimo



 

 

 

diferença ao confrontarmos os grupos C e D (p=0,427) e os grupos A e B 

(p=0,909), somente as médias dos diâmetros axonais dos grupos A e B 

apresentaram valores menores quando comparadas ao grupo N (p<0,001) 

(Gráfico 4).  

 

Gráfico 4 – Comparação da média do diâmetro axonal em uma área parcial (9.000µm2). 
Nos seguimentos proximais não houve diferença ao comparar os diâmetros 
dos grupos C e D com os dos grupos A, B e N (p≥0,007) assim como ao 
confrontarmos os grupos C e D (p=0,427) e os grupos A e B (p=0,909).  As 
médias dos diâmetros axonais do segmento proximal dos grupos A e B 
mostraram-se menores ao compara-las com as do grupo N (*p<0,001). No 
segmento distal, não houve diferença na média dos diâmetros entre os 
grupos operados (p≥0,007), no entanto, ao compará-los ao grupo normal 
(grupo N), todos apresentaram diâmetros estatisticamente menores 
(*p<0,001)(Teste de Mann-Whitney ajustado pela Correção de Bonferroni  
com alfa de Bonferroni = 0,005116). 

 

 

5.5.2.2 Segmentos distais (D1 e D’) 

As quantidades, densidades e médias dos diâmetros axonais foram 



 

 

 

submetidas ao Teste de Mann-Whitney ajustado pela Correção de 

Bonferroni (alfa de Bonferroni = 0,005116) e comparados grupo a grupo.  

Em relação à quantidade de axônios, não existiu diferença ao 

comparar o grupo D com os grupos A, B e C (p≥0,013) e também ao 

comparar os grupos A e B (p=0,935). A quantidade de axônios do grupo C 

mostrou-se estatisticamente maior em relação aos grupos A (p=0,001) e B 

(p=0,001), porém em todos os grupos, o número de axônios foi menor 

quando confrontados ao grupo N (p≤0,003). (Gráfico 5) 

 

Gráfico 5 – Comparação do número de axônios em uma área parcial (9,000µm2). Nos 
seguimentos proximais que não houve diferença estatística entre os grupos 
estudados (p>0,05). Nos segmentos distais, o número de axônio do grupo C 
mostrou-se estatisticamente maior em relação aos grupos A (*p=0,001) e B 
(*p=0,001), porém em todos os grupos, o número de axônios foi menor 
quando confrontados ao grupo N (*p≤0,003). (Teste de Mann-Whitney 
ajustado pela Correção de Bonferroni com alfa de Bonferroni = 0,005116). 

 



 

 

 

Os resultados obtidos na avaliação da densidade axonal foram os 

mesmos com os obtidos com o número de axônios. Não houve diferença ao 

comparar o grupo D com os grupos A, B e C (p≥0,013) e também ao 

confrontar os grupos A e B (p=0,935). A densidade axonal do grupo C 

mostrou ser estatisticamente maior em relação aos grupos A (p=0,001) e B 

(p=0,001). Em todos os grupos, os valores da densidade axonal foram 

menores ao compara-los com o resultado do grupo N (p≤0,003). 

Não houve diferença na média dos diâmetros entre os grupos 

operados (p≥0,007), no entanto, ao compara-los ao grupo normal (grupo N), 

todos apresentaram diâmetros estatisticamente menores (p<0,001) (Gráfico 

6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Gráfico 6 – Comparação da densidade axonal (número de axônios mielinizados/área parcial 
9.000µm2). Nos seguimentos proximais que não houve diferença estatística  
entre os grupos estudados (p>0,05). Nos segmentos distais, a densidade 
axonal do grupo C mostrou-se estatisticamente maior em relação aos grupos A 
(*p<0,001) e B (*p<0,001), porém em todos os grupos, a densidade axonal foi 
menor quando confrontados ao grupo N (*p≤0,003). (Teste de Mann-Whitney 
ajustado pela Correção de Bonferroni com alfa de Bonferroni = 0,005116). 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

6 DISCUSSÃO 

 

 

6.1 Modelo animal 

A escolha do melhor modelo animal para o estudo da regeneração de 

nervos ainda é um tema bastante discutido, pois todos os modelos descritos 

na literatura apresentam vantagens e desvantagens (Mattox, Felix, 1987; 

Borin et al., 2010; Salomone et al., 2012).  

Por ser bastante extenso e facilmente exposto, o nervo ciático de 

ratos é um dos modelos experimentais mais utilizados no estudo da 

regeneração de nervos periféricos (Lundborg, Longo, 1982; Seckel et al., 

1984; De Medinaceli, Seaber, 1989; Buttemeyer et al., 1995; Lewin et al., 

1997; Mohammad et al., 2000; Dezawa et al., 2001; Murakami et al., 2003; 

Keilhoff et al., 2006; Yang et al., 2011; Dadon-Nachum et al., 2011), no 

entanto, este nervo divide-se logo após sua emersão abaixo do sacrum, 

podendo causar alterações nos resultados funcionais e/ou histológicos 

(Mattox, Felix, 1987; Tomov et al., 2002; Hadlock et al., 2005; Salomone et 

al., 2012). Além disso, alguns autores como McCoy e Boyle (1971), Labelle e 

Allen (1972), Szal e Miller (1975), Aldskogius et al. (1980) e Spector (2000) 

referem que por causa de seu trajeto intra-ósseo longo, o nervo facial 

apresenta diferenças importantes nas respostas regenerativas em relação 

aos outros nervos, não permitindo a comparação. 

Animais grandes como o porco, apesar de possuírem um extenso 



 

 

 

segmento vertical (mastóideo) do nervo facial, excelentes para a realização 

de procedimentos cirúrgicos (Barrs, 1991), têm sua utilização restrita por 

dificuldades encontradas com o manuseio e a manutenção, custo alto, 

resistência baixa a infecções, além de apresentarem uma incidência alta de 

complicações anestésicas (Mattox, Felix, 1987; Salomone et al., 2012).   

Mamíferos de médio a pequeno porte como gatos, coelhos e cobais 

também têm sido bastante utilizados, sobretudo por serem de mais fácil 

manuseio e apresentarem um custo menor em comparação aos animais de 

grande porte (Mattox, e Felix, 1987). Ademais, possuem o nervo facial 

anatomicamente semelhante ao nervo facial de humanos (Mattox, Felix, 

1987; Bento, 1988; Costa, 2003) e uma reação microbiológica pós-taumática 

conhecida (Costa, 2003). Entretanto, estes animais ainda exibem certa 

complexidade de manuseio e manutenção, imunidade baixa além da 

dificuldade de suportar a paralisia facial bilateral (Mattox, Felix, 1987; Barrs, 

1991; Borin et al., 2010; Salomone et al., 2012).   

Animais pequenos como ratos estão sendo amplamente empregados 

em pesquisas experimentais por apresentarem vantagens como: manuseio e 

tratamento fáceis; resistência alta a manipulações e a infecções; custo baixo; 

podem ser alojados em gaiolas coletivas; possuem tolerância à paralisia 

facial bilateral; similaridade anatômica com outros primatas (Mattox, Felix, 

1987; Barrs, 1991; Borin et al., 2010; Salomone et al., 2012); além de 

possuírem todos os seus parâmetros anatômicos, metabólicos e de 

crescimento bem descritos na literatura (Donaldson, 1924; Greene, 1955; 

Wingerd, 1988; Gheorghe, 2011). 



 

 

 

 Optou-se utilizar ratos da raça Wistar não apenas por apresentar as 

vantagens já descritas, mas também porque estes animais possuem um 

segmento extratemporal do nervo facial bastante extenso, puramente motor, 

de fácil acesso e que mostra um padrão de ramifiação que não difere dos 

outros roedores. Outra vantagem é que o nervo facial desses animais passa 

abaixo e não através da glândula parótida, e seus ramos periféricos 

repousam sobre a fáscia que recobre os músculos da face, o que facilita a 

exposição e a dissecção (Dörfl, 1982; Klein, Rhoades, 1986; Semba, Egger, 

1986; Mattox, Felix, 1987; Salomone et al., 2012). Ademais, a quantidade de 

fibras do nervo facial de ratos não varia de acordo com a massa corporal e a 

idade do animal (Semba, Egger, 1986; Mattox, Felix, 1987). A padronização 

do sexo masculino foi proposital, por ter sido comprovada a influência que o 

ciclo hormonal feminino exerce sobre a regeneração neural (Kinderman, e 

Jones, 1998).  

Estudos prévios, específicos sobre a regeneração do ramo 

mandibular do nervo facial de ratos Wistar não são encontrados na literatura 

e mesmo assim optou-se por este ramo. As justificativas são:  

1) facilidade de acesso se comparado aos ramos auricular posterior, 

cervical, temporal e zigomático (Mattox, Felix, 1987; Hadlock et al., 2005; 

Salomone et al., 2012);  

2) trajeto mais longo (10 a 12mm) antes de se bifurcar em 

comparação ao tronco (6mm) e aos ramos cervival posterior, cervical, bucal, 

auriculo-temporal, zigomático e temporal, o que permite a realização de 



 

 

 

cirurgias e o alinhamento dos enxertos sem alteração nos resultados 

(Mattox, Felix, 1987; Hadlock et al., 2005; Salomone et al., 2012);  

3)  padrão anatômico menos complexo em comparação aos ramos 

temporal e zigomático (Greene, 1955; Hebel, Stromberg, 1976; Mattox, Felix, 

1987; Hadlock et al., 2005)  

4) visualização prévia, por transparência, sem intervenção cirúrgica, o 

que possibilita o descarte de animais com variações anatômicas importantes 

as quais poderiam contaminar as respostas eletrofisiológicas como ramos 

adicionais, ramos para o lábio superior e/ou interligações com o ramo bucal 

(Salomone et al., 2012)  

5) histologia padronizada e com pouca variação (Mattox, Felix, 1987; 

Costa et al., 2012)  

6)  Estudo de condução nervosa padronizado (Salomone et al., 2012)  

7) maior semelhança com o nervo facial humano já que, 

diferentemente do tronco, o ramo mandibular apresenta fascículos (Greene, 

1955; Thomander, 1982; Mattox, Felix, 1987; Wingerd, 1988; Gheorghe, 

2011). 

 

 

6.2 Paralisia facial periférica e regeneração neural 

 

A regeneração do nervo facial é proporcional ao grau de lesão, ou 

seja, quanto mais leve for o grau de lesão do nervo, melhor será a 

regeneração neural (Salomone et al. 2011). Apesar de a idiopática ser a 



 

 

 

etiologia mais frequente das PFP, os traumas correspondem a segunda 

causa mais comum de PFP (May, Schaitkin 2000) e quando ocorrem 

geralmente provocam uma lesão mais grave que a PFP idiopática, com 

descontinuidade parcial ou total do nervo (neurotmese) em até 57% dos 

casos (Bento et al., 1985; Bento, 1988; Bento et al., 1989; Bento et al., 2008; 

Salomone et al., 2011). Optou-se por estudar especificamente a PFP 

traumática (neurotmese) com a formação de um hiato de 3mm, por causa de 

três fatores: 1) índice alto deste tipo de lesão no homem (Bento et al., 1985; 

Bento, 1988; Bento et al., 1989; May, Schaitkin, 2000; Salomone et al. 2011); 

2) prognóstico péssimo que esse tipo de lesão apresenta (Lundborg, 1982; 

Yanagihara, 1982; McKennan, Chole, 1992; May, Schaitkin, 2000; Hall, 

2005; Millest, 2005; Grosheva et al., 2008a, b; Satar et al., 2009; Cho et al., 

2010); 3) dificuldades/desvantagens na realização de enxertos (Nishiura et 

al., 2004; Zhang et al., 2008; Yang et al., 2008; Shi et al., 2009; Dong, Yi, 

2010). 

 

6.3 Técnicas cirúrgicas de reparação neural 

 

Há muitos anos, o homem tenta reestabelecer a função de um nervo 

lesionado. Galeno, em 200 a.C. (apud Costa, 2003) foi o primeiro a relatar a 

possibilidade de regeneração de um nervo lesado. Em 600 d.C. Argino (apud 

Costa, 2003), realizou a primeira neurorrafia, entretanto, para alguns autores 

a primeira descrição de um ato cirúrgico sobre um nervo data do século XIII 

e foi realizado por Saliceto (apud Brunelli, 1978). Contudo, somente Hueter, 



 

 

 

em 1873, foi quem obteve algum sucesso na reparação cirúrgica de um 

nervo lesado (Hueter, 1873; Bento, 1988). 

A sutura término-terminal é considerada a técnica “padrão ouro” de 

reparação neural desde 1873 (Millesi, 1977; Yanagihara, 1982; Bento, 1988; 

McKennan, Chole, 1992; May, Schaitkin, 2000; Keilhoff, Fansa, 2011), 

apesar disso, os resultados funcionais obtidos com este tipo de cirurgia 

ainda permanecem insatisfatórios para o paciente (Lundborg, 1982; 

Yanagihara, 1982; McKennan, Chloe, 1992; May, Schaitkin 2000; Hall, 2005; 

Millest, 2005; Grosheva et al., 2008; Satar et al., 2009; Cho et al., 2010), e 

não  ultrapassa HB III, quando realizada por cirurgiões experientes (Barrs, 

1984; Liu, 2007; Satar et al., 2009). 

O enxerto autólogo é indicado para os casos em que há perda de 

contiguidade do nervo e não é possível realizar a sutura término-terminal, 

seja ela com adesivo fibrínitico ou fio de sutura (Bento, 1988; Millesi, 2000; 

Zhang et al., 2008; Ladak et al., 2011; Sun et al., 2001; Keilhoff, Fansa, 

2011). No entanto, seu uso não é isento de sequelas com inúmeras 

desvantagens como escassez de fonte doadora, resultados funcionais 

insatisfatórios (HB IV-III), além de trazer sequelas neurais inevitáveis ao 

doador (Dezawa, 2002; Hu et al., 2005; Calyan, 2006; Yang et al., 2008; Shi 

et al., 2009; Fang et al., 2010; Wang et al., 2011; Keilhoff, Fansa, 2011). A 

aplicação de aloenxertos também é controversa pois sofrem rejeição e 

requerem imunossupressão continua do individuo receptor (Keilhoff, Fansa, 

2011).  



 

 

 

A técnica cirúrgica de tubulização evoluiu espontaneamente no meio 

do século XX (Spector, 1991) e é definida por Fileds et al. (1989) como a 

“introdução das extremidades proximal e distal de um nervo seccionado em 

uma estrutura tubular, que pode ou não conter substâncias e/ou outros 

adjuntos para fins experimentais ou para promover a cura”. Utilizada 

principalmente quando há perda de grande extensão de nervo, permite que 

o broto axonal cresça direcionado ao segmento distal, assim como sua 

mielinização (Doolabh et al., 1996; Battiston et al., 2005). Nesta técnica, é 

necessária a fixação das extremidades do tubo ao nervo com fio de sutura 

para diminuir a tensão, manter os segmentos do nervo em justaposição e 

preservar a correspondência entre os fascículos (Szal, Miller, 1975; 

Lundborg et al., 1982; Fields et al., 1989; Satar et al., 2009). Agumas 

vantagens da técnica da tubulização, como proteger o nervo contra 

compressão, confinar os fatores neurotróficos, reduzir a invasão de células 

do tecido conjuntivo, promover o direcionamento longitudinal dos vasos 

intraneurais, diminuir o cruzamento dos axônios em crescimento, e diminuir 

a formação de neuromas foram descritas por Szal e Miller (1975) e Fields et 

al. (1989), entretanto, a principal vantagem da tubulização em relação às 

outras técnicas cirúrgicas é ser um meio de administrar substâncias, neste 

caso as CMEMi e CMEMd, fornecer uma câmara experimental in vivo e 

possibilitar o estudo funcional e histológico da regeneração do nervo facial 

(Szal, Miller, 1975; Lundborg et al., 1981; Fields et al., 1989). 

Glück, em 1880, foi o primeiro a usar um conduíte na tentativa de 



 

 

 

promover a regeneração neural. O autor usou um dreno cirúrgico de osso 

para reparar um nervo dividido, porém, não obteve sucesso. Com base 

nessas tentativas, Vanlair (1882) instituiu uma série de estudos 

experimentais ao utilizar drenos cirúrgicos de osso descalcificados para 

reparar descontinuidades de nervos ciáticos de cães, e constatou a 

substituição do tecido ósseo por fibras regeneradas distais à lesão. A partir 

daí, surgiram vários tipos diferentes de conduites. Von Büngner (1891, 1893) 

utilizou artéria braquial, Notthaft (1893) a artéria aorta de coelhos e Glück 

(1880, 1881) experimentou vários tipos de materiais como tiras de couro 

dinamarquês, feixes de categute, fragmentos de músculo e pele. Em 1944, 

Weiss descreveu 20 tipos diferentes de revestimentos do sítio da sutura 

neural, usados entre os anos 1880 e 1943; entre eles havia pergaminhos, 

penas e tântalo. Fields et al., em 1989, propôs a utilização de aço inoxidável, 

traqueia, ágar, peritônio, caseína, colágeno, dura-máter, epineuro, fáscia, 

gordura, gaze, gelatina, vidro, magnésio, mesotélio, fibra de celulose, 

policarbonatos, poliéster, polietileno, policloreto de vinil, entre outros.   

O tubo de silicone tornou-se o conduíte artificial mais utilizado em 

procedimentos cirúrgicos, principalmente por causa de suas características 

como elasticidade, transparência, imuneginicidade baixa e comprovada ação 

na diminuição do cruzamento das fibras axonais em crescimento (Ducker, 

Hayes, 1968; Szal, Miller, 1975; Chiu et al.,1982; Fields et al., 1989; Spector, 

1991). Além disso, Ducker e Hayes (1968) estudaram a reparação de lesões 

do nervo periférico de cães e chimpanzés, ao comparar os envoltórios de 

silicone com Millipore® demonstrando que os tubos de silicone são bem 



 

 

 

tolerados, mesmo após três anos da implantação, concluindo que o tubo de 

silicone é o melhor material para a reparação de nervos periféricos.  

Independente do material utilizado, as dimensões do conduíte podem 

afetar de modo significante a regeneração do nervo. Segundo Ducker e 

Hayes (1968) para que as condições sejam favoráveis ao crescimento 

neural, o tubo de silicone deve ser relativamente curto e largo. Conduites 

muito curtos não permanecem na posição do sítio de reparação e quando 

muito extensos, 8-9mm (Campbell, Luzio, 1964), 10mm (Hirasawa, Marmor, 

1967) e 40mm (Ducker, Hayes, 1968), podem interferir no suprimento 

sanguíneo e resultar em necrose, diminuição da condução neural ou 

desconexão das fibras axonais.  

Em relação ao diâmetro, os conduítes de silicone devem ser duas 

vezes e meia a três vezes mais largos que o diâmetro do nervo seccionado, 

para permitir a formação de edema sem lesão estrutural das fibras nervosas 

(Ducker, Hayes, 1968; Szal, Miller, 1975). 

A espessura da parede do tubo é outra consideração de ordem 

prática. Conduítes com espessura de 0,066-0,005 polegadas (1,68-0,13mm), 

em razão de sua elasticidade, diminuem a formação de neuromas (Weiss, 

1944; Ducker, Hayes, 1968; Szal, Miller, 1975), no entanto, se muito finos, 

podem colabar e/ou estenosar (Ducker, Hayes, 1968).  

 

 



 

 

 

Após analisar as vantagens e desvantagens de cada tipo de material 

e em virtude das características do tubo de silicone mencionadas acima, 

optou-se por utilizar no presente estudo este tipo de conduíte, com as 

dimensões adequadas para os procedimentos. 

 

6.4 Células de Schwann 

 

Desde a sua descoberta pelo fisiologista alemão Theodor Schwann, em 

1939, as CS são descritas como um dos componentes mais importantes do 

processo de regeneração do nervo periférico (Martini et al., 1994; Bunge, 

1994; Ide, 1996; Dubey et al., 1999; Dezawa et al., 2001; Hall et al., 2001; 

Dezawa et al., 2002; Mosahebi et al., 2003; Bhathja, Field, 2006; Cui, 2006; 

Cui et al., 2008; Lin et al., 2008a, b; Webber, Zochodne, 2010; Madduri e 

Gander, 2010; Krekoski et al., 2011; Hall et al., 2001; Wang et al., 2011). 

Essas células seriam as responsáveis pela produção de fatores 

neurotróficos os quais se acredita serem a chave para a regularização e 

modulação da sobrevivência neuronal (Von Bartheld, 1998; Abe et al., 2001; 

Hall et al., 2001). 

Após uma lesão, o nervo periférico inicia uma cascata conhecida de 

eventos celulares e moleculares nos seguimentos proximal, distal e no local 

da lesão, evidenciando a participação direta e dinâmica das CS no processo 

de degeneração e regeneração neural (Dezawa et al., 2002; May, Schaitkin 

2000). No local da lesão e no seguimento distal, inicia-se a chamada 



 

 

 

degeneração Walleriana com a desdindiferenciação e proliferação das CS 

nativas remanescentes, fragmentação e fagocitose dos axônios 

degenerados por essas CS neoformadas e macrófagos advindos de outros 

locais (Fawcett, Keynes, 1990; Torigoe et al., 1996; May, Schaitkin 2000; 

Hall et al., 2001; Dezawa et al., 2002).  

As CS também apresentam uma íntima relação reguladora com os 

axônios. Os axônios regulam os genes que controlam a diferenciação e a 

proliferação da CS e em contrapartida, as CS enviam sinais intracelulares 

que regularizam a expressão desses genes. Quando esta relação estreita 

axônio-CS é prejudicada pela lesão e subsequente degeneração Walleriana, 

as CS rapidamente diminuem a expressão do gene de mielinização e 

aumentam as afinidades dos receptores de neurotrofina p75, proteína 43 

associada ao crescimento (GAP-43), além de se desdiferenciarem e 

dividirem-se (Bolin, Shooter, 1993; Hall et al., 2001). 

Em razão do suporte dado pelas CS ao nervo lesado, o transplante 

destas células corrobora para um melhor resultado regenerativo se 

comparado à simples liberação de fatores de crescimento (Hall, 1978; Ide, 

1996; Fansa et al., 1999; Bhathja, Field, 2006; Madduri, Gander, 2010; Muir, 

2010; Schmitte et al., 2010; Keilhoff et al., 2011). Entretanto, os grandes 

obstáculos em se utilizar as CS na prática clínica é conseguir quantidade 

suficiente de CS porque as CS alogênicas sofrem rejeição imunológica além 

de apresentar dificuldade no cultivo por baixa proliferação in vitro (Guenard 

et al., 1992;  Caddick et al., 2006; Chen et al., 2006; Lin et al., 2008b; Shi et 

al., 2009, Cho et al., 2010) e as CS autólogas causam cicatrizes e sequelas 



 

 

 

neurais na área doadora além de apresentarem limitação no número de 

nervos periféricos disponíveis (Nishiura et al., 2004; Zhang et al., 2008; Yang 

et al., 2008; Shi et al., 2009; Dong, Yi, 2010). 

6.5 Células multipotentes do estroma mesenquimal da medula óssea 

O conceito de células-tronco difere um pouco entre os autores. Owen 

(1978) descreve as células-tronco como células que possuem a capacidade 

de dividir-se, dando origem a células semelhantes às suas progenitoras. 

Beresford (1989) refere-se às células-tronco como um tipo especial de célula 

que tem a capacidade única de se autorrenovar e dar origem a células 

especializadas. Caplan (1991), por sua vez, define células-tronco como 

células que apresentam três características: autorrenovação, habilidade de 

se diferenciar em outros tipos celulares e capacidade in vivo de reconstruir 

um tecido novo. Para Muschler e Midura (2002) as células-tronco são células 

em repouso que apresentam duas propriedades: divisão assimétrica e 

autorrenovação. Essa divisão assimétrica é descrita como “a capacidade de 

uma célula-tronco, após ser ativada por um estímulo, sofrer uma divisão na 

qual uma célula permanece em repouso (estado original de repouso igual ao 

da célula-mãe) e a outra originar uma célula denominada progenitora, que 

tem a habilidade de se proliferar e posteriormente diferenciar-se, formando 

tecidos maduros” (Muschler e Midura, 2002).  

Além das células-tronco hematopoiéticas, a medula óssea contém 

outro tipo de célula com fenótipo de células-tronco, as chamadas “stem-like 

cells”, as quais são precursoras das células não hematopoiéticas (Dezawa, 



 

 

 

2006). Essas células, inicialmente, foram reconhecidas como células 

aderentes ao substrato plástico ou unidade de colônia formadora de 

fibroblastos e, só recentemente, foram reconhecidas como células-tronco 

mesenquimais ou do estroma da medula óssea (Prockop, 1997; Horwitz et 

al., 2005). 

O termo “células-tronco” também é alvo de discussão. A Sociedade 

Internacional de Terapia Celular (2005) recomenda atualmente que se use o 

termo “células multipotentes do estroma mesenquimal” para as células 

aderentes ao substrato plástico, isoladas da medula óssea e que, com 

frequência, são rotuladas como “bone marrow mesenchymal stem cells” 

(acrônimo do inglês). 

A importância do estudo das CMEM, diferenciadas ou não, na 

regeneração neural esta na capacidade dessas células em secretar fatores 

neurotróficos, proporcionando um microambiente favorável para a 

sobrevivência das células neurais, estimulando e apoiando o crescimento, a 

maturação, a formação de mielina das fibras regeneradas dentro do enxerto 

e a diferenciação das células de Schwann (Woodburg et al., 2000; Cuevas et 

al., 2002; Dezawa, 2002; Barcelos et al., 2003; Gomillion, Burg, 2006., Cho 

et al., 2010; Sun et al., 2001a, b). Ademais, a capacidade de diferenciação in 

vitro das CMEMi em células com fenótipo de células de Schwann é 

demonstrada por vários autores desde o final da década de 90 (Jan, Jan, 

1998; McDonald et al., 1999; Sanchez-Ramos, 2000; Cuevas et al., 2002; 

Tohill et al., 2004; Caylan et al., 2006; Lin et al., 2008a, b; Cui et al., 2008; 

Cho et al., 2008, 2010; Sun et al., 2001a, b; Keilhoff, Fansa, 2011). 



 

 

 

As técnicas de colheita, expansão e diferenciação das CMEM são 

bem simples, de fácil reprodutibilidade e não apresentam restrições na 

aquisição. Além disso, são capazes de interagir e sobreviver em diferentes 

tecidos hospedeiros, inclusive em ambientes não imunes, pois apresentam 

imunigenicidade baixa (Pittenger et al., 1999; Colter et al., 2000; Hori et al., 

2003; Uccelli et al., 2006a; Gnecchi, Melo, 2009; Keilhoff, Fansa, 2011). No 

presente estudo, as CMEMi foram extraídas da medula óssea de ossos 

longos (fêmur e tíbia) de ratos Wistar adultos, cultivadas, transduzidas, 

congeladas e posteriormente descongeladas e diferenciadas em CMEM que 

apresentavam fenótipo de Schwann sem dificuldades, com taxa de 

reprodutibilidade alta, seguindo os protocolos descritos anteriormente por 

Azizi et al. (1998), Dezawa et al. (2002), Lin et al. (2008b), Keilhoff et al. 

(2006) e Wang et al. (2011). 

 

6.6 Caracterização celular 

A caracterização das CMEMi pode ser realizada de diversas formas e 

seguir diversos critérios como morfometria, imunofenotipagem de superfície, 

transcriptoma, perfil de citocina e proteoma (Dominici et al., 2006; Caddick et 

al., 2006; Lin et al., 2008a, b; Satar et al., 2009).  

Em razão da inespecificidade dos marcadores de superfície para as 

CMEMi, pois são expressos também em células musculares, mesenquimais, 

epiteliais e endoteliais, Dominici et al. (2006) estabeleceram três critérios 

para identificação destas células: 1) aderência ao substrato plástico;  



 

 

 

2) expressão dos antígenos de superfície positivos (≥95% de 

expressão) para CD105, CD73 e CD90, e negativo (≤2% de expressão) para 

CD45, CD34, CD14, CD11b e CD79α; e, 3) potencial multipotente de 

diferenciação para três linhagens de células: osteoblastos, adipócitos e 

condroblastos. No entanto, alguns autores utilizaram somente a morfometria 

celular para caracterização das CMEMi. (Caddick et al., 2006; Lin et al., 

2008a, b; Satar et al., 2009).  

No presente estudo, as CMEMi foram separadas das células 

hematopoiéticas por sua adesão ao substrato plástico, troca do meio nas 

primeiras horas do cultivo primário e sua passagem. A caracterização 

ocorreu por morfometria, visualizada  em microscópio (contraste de fase) e 

por imunomarcação negativa para os anticorpos CD34 e CD45, bem como 

para os marcadores de células da linhagem de Schwann (Oct-6, CD271, 

S100 e GFAP). A positividade para os marcadores de superfície CD105, 

CD73 e CD90 não foi testada mediante clara evidência alcançada com a 

morfometria e a imunomarcação negativa.  

A caracterização das CMEMd também é possível por morfometria, 

com células que mostram espiculações e intercomunicações as quais 

caracterizam o padrão neural (Caddick et al., 2006; Lin et al., 2008a, b), e 

também pela expressão das proteínas GFAP, S100 e p75NTR que são 

consideradas específicas para CS, uma vez que não são expressas nas 

CMEMi (Shah et al., 1996; Jessen e Mirsky, 1999; Morrison et al., 1999;  

Zhang et al., 2004; Caddick et al., 2006; Lin et al., 2008a, b; Wang et al., 

2011).  



 

 

 

O marcador Oct-6 é expresso tanto nas CS como nas células da 

linhagem de oligodendrócitos (Monuki et al., 1989.; Scherer et al, 1994;. 

Jaegle et al., 1996; Bermingham et al., 1996; Arroyo et al., 1998; Gondre et 

al., 1998; Mandemakers et al., 2000), e apesar ser detectado em 

precursores das CS (Blanchard et al., 1996; Lobsiger et al., 2001), é mais 

expresso por CS na fase “promyelinating” durante o desenvolvimento e a 

mielinização de axônios em regeneração (Monuki et al., 1989; Scherer et al., 

1994; Jaegle et al., 1996; Zorick et al., 1996; Arroyo et al., 1998). 

No presente estudo a caracterização das CMEMd também ocorreu 

com modificações fenotípicas evidentes (corpo celular estreito, poucos 

processos celulares, todos longos e finos) e por positividade para os 

marcadores de superfície Oct-6, p75NTR e S100, com distribuição subcelular, 

esperada para células de Schwann (Dezawa et al., 2001; Sim et al., 2002a, 

b; Cosgaya et al., 2002; Jaegle et al., 2003; Jessen e Mirsky, 2005; 

Parkhurst et al., 2010). O quarto marcador, GFAP, mostrou-se negativo, e 

isso ocorreu devido a fase em que as células se encontravam (Monuki et al., 

1989;. Scherer et al., 1994; Jaegle et al., 1996; Zorick et al., 1996; Arroyo et 

al., 1998), porém, as caraterísticas morfológicas associadas a positividade 

dos outros três marcadores de superfície, confirmaram a diferenciação das 

CMEMi em CMEMd.  

 
 
6.7 Período das análises 

Não existe um “período ideal” para as análises funcional e/ou 

histológica da regeneração do nervo facial de ratos, pois esse “tempo” 



 

 

 

necessário para avaliação, depende de vários fatores como tipo de exame 

utilizado, modelo animal, ramo estudado, local e grau de lesão neural, 

tamanho do hiato, tipo de reparo e de conduíte utilizado entre outros.  

Hadlock et al. (2005) referem que não há diferença entre as 

velocidades de crescimento dos nervos ciático (2,20±0,3mm/dia) e bucal 

(2,24±0,4mm/dia) de ratos. Lundborg (1982) avaliou a regeneração do nervo 

ciáticos de ratos após a realização de um hiato de 10mm e colocação de um 

conduíte de silicone mostrando que em  três meses o nervo já havia 

reestabelecido a conexão entre os segmentos proximal e distal. Sun et al. 

(2011) relatam que oito semanas é suficiente para a regeneração de um 

hiato de 8mm no ramo bucal de ratos. Shi et al. (2010), após a realização de 

um hiato de 5mm no nervo facial de ratos, detectaram o retorno do NAP 

após quatro semanas. Szal e Miller (1975) descrevem o retorno da atividade 

bioelétrica do nervo facial de ratos, avaliada pelo teste de Hilger, após 

neurotmese e sutura término-terminal em pouco mais de um mês. Além 

disso, Borin et al. (2010) observaram o início da movimentação das vibrissas 

três semanas após a lesão do tronco do nervo facial de ratos e referem, 

ainda, que em seis semanas o retorno funcional já estava bem perto do 

normal.  

Em relação à histologia, Satar et al. (2009) referem que não houve 

diferença significativa no arranjo axonal do nervo bucal de ratos após 

neurotmese e sutura término-terminal imediata ao compará-los após um, três 

e seis meses, mostrando que o nervo bucal de ratos após um mês da lesão, 

não mostrava mais sinais de DW, podendo ser avaliado neste período. Borin 



 

 

 

et al.  (2010) descrevem que houve crescimento e remodelamento axonal 

acentuados até sete semanas e que após este período, essas alterações 

alcançaram um platô, sem sofrer mais mudanças.  

Com base nesses estudos prévios, foram padronizados a avaliação 

funcional em três momentos (pré-operatório, três semanas e seis semanas) 

e a avaliação histológica na sexta semana após o procedimento cirúrgico. 

 

6.8 Avaliação funcional da regeneração neural 

A avaliação funcional é parte fundamental dos estudos de 

regeneração neural, tornando-a um dos principais pontos de críticas dos 

trabalhos experimentais. Assim como o chamado “Walking track”, teste 

descrito primeiramente por Medinaceli, em 1982, no qual o autor avalia de 

uma forma não invasiva e subjetiva a regeneração do nervo ciático de ratos, 

alguns métodos foram criados para a avaliação da regeneração do nervo 

facial. Escalas de observações comportamentais da mimica facial (Chen, 

Bisby, 1993; Ferri et al., 1998; Borin et al., 2010) gravações em vídeo 

precisas da movimentação (Tomov et al., 2002; Hadlock et al., 2005; 

Guntinas-Lichius et al., 2005) e da fibrilação (Heaton, Kobler, 2005) das 

vibrissas associadas ou não a escalas são exemplos de métodos de 

avaliação funcional do nervo facial de ratos bastante utilizados, porém, 

caracterizam-se como subjetivos, e sofrem alterações quando realizados por 

examinadores distintos e/ou na presença de cicatrizes/edemas pós-

cirúrgicos (Stipp-Brambilla et al., 2010).  



 

 

 

Com o propósito de criar um método objetivo de avaliação funcional do 

nervo facial de ratos, várias técnicas também já foram descritas. Mattox e 

Felix (1987), pioneiros, estimularam o nervo facial em vários seguimentos 

(tronco, ramo bucal e ramo mandibular) e captaram as respostas com 

eletrodos subcutâneos locados no lábio superior e inferior dos ratos. Byrne 

et al. (2005) estimularam o tronco do nervo facial e captaram os PAMCs por 

eletrodos colocados simétrica e bilateralmente  nas vibrissas. Shi et al. 

(2009) avaliaram somente o ramo bucal do nervo facial, após a colocação de 

um tubo de silicone, estimulando-o no seguimento proximal e captando a 

resposta com microagulhas no seguimento distal para obter o potêncial de 

ação do nervo (PAN). Entretanto, além de serem métodos invasivos, as 

técnicas descritas acima não estabelecem um local exato (fixo) para o 

estímulo, podendo causar alterações nos resultados que dependem da 

distância, como a latência (tempo necessário para que o potencial percorra 

as fibras nervosas mais o tempo de transmissão através da placa terminal), 

o tempo de condução das fibras musculares (velocidade das fibras rápidas) 

(Liverson, Dong, 1992; Nobrega, Manzano, 2007) e duração (medida do 

tempo do início ao final do PAMC, refletindo o número e a sincronia das 

fibras axonais que contribuem para a resposta eletroneurofisiológicas) 

(Liverson, Dong, 1992).  

Outro ponto questionado é a intensidade da corrente de estímulo. A 

amplitude (resultante da soma do potencial gerado por cada fibra nervosa) 

apresenta uma relação direta com o número de fibras axonais integras e 

sincrônicas presentes e despolarizadas pelo estímulo (Liverson, Dong, 1992; 



 

 

 

Nobrega, Manzano, 2007; Salomone et al., 2012). Um valor mais baixo de 

amplitude do que o normal pode refletir a diminuição da quantidade de fibras 

integras ou da sincronia dessas fibras. Para evitar erros na avaliação da 

amplitude, deve-se usar o chamado estímulo supramáximo (Barrs, 1991; 

Liverson, Dong, 1992; Nobrega, Manzano, 2007), ou seja, a intensidade 

máxima de estímulo necessária para despolarizar todas as fibras do nervo 

(Salomone et al., 2012). Na avaliação funcional da regeneração do nervo 

facial, Mattox e Felix (1987) não descreveram a intensidade de estimulo 

usada, Shi et al. (2005) usaram corrente fixa de 0,5mA e Byrne et al. (2005) 

descreveram estímulos supramáximos com corrente fixa de 1,5mA, os quais 

diferem dos valores descritos por outros autores (Salomone et al. 2012; 

Costa et al. 2012). 

É necessário também na avaliação funcional do nervo facial ter 

cuidado com as possíveis variações anatômicas. Como descrito 

anteriormente, o ramo mandibular do nervo facial dos ratos Wistar pode 

emitir ramos para o lábio superior, provocando assim uma ligação entre os 

ramos mandibular e bucal (Greene, 1955; Thomander et al., 1982; Mattox, 

Felix, 1987; Wingerd, 1988; Gheorghe, 2001). Este fato foi comprovado por 

Mattox e Felix (1987) ao estimularem os ramos mandibular e bucal 

separadamente, e captarem respostas sincrônicas em eletrodos locados no 

lábio inferior e superior. Contudo, os próprios autores referem que o ramo 

mandibular (lábio inferior), apesar de apresentar traçados mais amplos, 

apresenta amplitudes menores quando comparado ao ramo bucal (lábio 

superior). 



 

 

 

No presente estudo, para a avaliação funcional objetiva da 

regeneração do ramo mandibular do nervo facial de ratos Wistar, foram 

analisados os valores das variáveis: amplitude, latência e duração dos 

PAMCs obtidas com a técnica de neurocondução motora descrita 

anteriormente por Salomone et al. (2012) na qual o estímulo elétrico foi 

aplicado sobre a pele, em um ponto fixo, a 20mm do eletrodo de captação, 

no trajeto do nervo avaliado (previamente visualizados por transparência), 

para evitar alterações nos resultados que dependem do tempo como a 

latência e duração do PAMC. Os PAMCs foram obtidos com estímulos 

supramáximo que variaram entre 1,79 e 3,6mA os quais estão em 

concordância com os valores normais descritos previamente (Salomone et 

al., 2012). Com o propósito de evitar contaminações das respostas elétricas 

por alterações anatômicas, foram excluídos os animais que apresentaram 

ramos do nervo mandibular para o lábio superior, ramos do nervo bucal para 

o lábio inferior e/ou ramos que interligavam esses ramos. Além disso, no 

intra-operatório, foi dissecado e retirado todo ramo bucal, desde sua saída 

abaixo da parótida até a musculatura nasal, além de reparar a borda do 

segmento proximal desse ramo com um fio de sutura, para que esse não 

crescesse em direção ao lábio inferior e contaminasse as respostas 

neurofisiológicas.  

 

6.9 Resultados eletrofisiológicos 

Os achados do presente trabalho mostraram que não houve diferença 

estatisticamente significativa nos valores das variáveis: amplitude, latência, 



 

 

 

intensidade de estímulo e duração dos PAMCs entre os grupos e/ou lados 

no momento do pré-operatório. Estes valores foram compatíveis com os 

valores normais padronizados por Salomone et al. (2012) e utilizados por 

Costa et al., (2012), que mostram que esta técnica de avaliação objetiva é 

de reprodutibilidade alta. 

O aumento das amplitudes obervadas nos grupos C e D em relação 

aos grupos A e B mostraram que o uso das CMEM realmente beneficiam a 

regeneração do nervo facial. Estas observações discordam dos resultados 

descritos por Grosheva et al. (2008) e confirmam os resultados obtidos pela 

maiorias dos autores como Caylan et al. (2006), Satar et al. (2009), Cho et 

al. (2010), Wang et al. (2011) e Costa et al. (2011). No entanto, as CMEMd 

não favoreceram a regeneração em relação às CMEMi como nos relatos de 

Wang et al. (2011) e Costa et al. (2011), pelo contrário, a duração dos PAMC 

do grupo C foi melhor que a do grupo D, o que mostra que apesar da 

quantidade de fibras íntegras funcionantes (amplitude) serem iguais entre 

estes dois grupos, no grupo C elas apresentam uma melhor sincronia, o que 

resulta em uma melhora funcional.  

No presente estudo observou-se que houve uma melhora significativa 

das amplitudes dos grupos C e D e também das latências e durações do 

grupo C, entre a terceira e sexta semanas demonstrando que as CMEM, em 

especial as CMEMi, corroboram para a melhora da regeneração neural 

principalmente à partir da  terceira semana (Caylan et al., 2006; Cho et al., 

2010; Borin et al., 2010; Wang et al., 2011;  Costa et al., 2011).  



 

 

 

O fato de, no presente estudo, as CMEMi apresentarem resultados 

funcionais melhores e mais precoces que as CMEMd pode ser explicado por 

dois motivos: 1) as CMEMd necessitam de um substrato biológico maior que 

as CMEMi e que o material de silicone não forneceu,  pois os autores que 

descreveram uma melhora funcional da regeneração do nervo facial de 

roedores com o uso de células-tronco diferenciadas em comparação com 

células-tronco indiferenciadas usaram algum tipo de substrato biológico 

como plasma rico em plaquetas (Cho et al., 2010), fator neurotrófico 

derivado da glia (Shi et al., 2009), conduíte de veia autóloga (Wang et al., 

2001), conduíte de ácido poliglicólico  (Shi et al., 2009; Costa et al., 2012) e 

conduíte de artéria descelularizada (Sun et al., 2011a, b), enquanto que o 

estudo no qual foram aplicados conduítes de silicone  cita não haver melhora 

na regeneração neural com a utilização de CMEMi (Grosheva et al., 2008); 

2) As CMEMi parecem exercer um papel mais importante que as CMEMd no 

período imediato após a lesão neural uma vez que naturalmente ocorre uma 

desdiferenciação das CS completamente diferenciadas logo após uma lesão 

neural (Bolin, Shooter, 1993; Hall et al., 2001; Dezawa, 2002). 

 

6.10 Resultados histológicos 

O estudo morfométrico quantitativo do nervo, o qual inclui a contagem 

do número de axônios, densidade e diametro axonal, são considerados por 

muitos autores um método objetivo de avaliação da regeneração neural 

(Szal, Miller, 1975; Spector et al., 1993;  Lewin et al., 1997).  



 

 

 

A avaliação qualitativa, apesar de ser um método subjetivo, quando 

associado com a análise quantitativa, auxilia na avaliação da qualidade do 

tecido regenerado e na precisão dos resultados dos dados quantitativos da 

regeneração neural em relação ao tempo (Costa, 2003). 

Entre os vários autores, existem divergências sobre qual é o melhor 

parâmetro morfométrico quantitativo na avaliação da regeneração neural. 

Segundo Hubbard (1972) e Vasconcelos e Gay-escoda (2000) a contagem 

da quantidade total de axônios é o critério mais pertinente. Miyamoto (1985) 

defende que a densidade axonal é a variável mais importante e os autores 

Duncan (1934), Fernand e Young (1951), Donovan (1967) e Williams e 

Wendell-Smith (1971) relatam que o diâmetro das fibras nervosas oferece 

uma base conveniente de comparação dentro e entre grupos experimentais 

enquanto que para May et al. (2002), não somente o diâmetro do axônio, 

mas a espessura e o comprimento da bainha de mielina, são as dimensões 

mais relevantes da avaliação da recuperação do nervo. 

A análise das características morfométricas das fibras mielínicas pode 

ser realizada com a ajuda de um software, o que não apenas facilita a 

contagem, mas também fornece resultados confiáveis e precisos (Harrison, 

1981). Além disso, não é necessário avaliar as características morfométricas 

no nervo por inteiro, pois os dados obtidos em 6% da área total são tão 

precisos quanto às medidas totais das fibras mielínicas de um nervo 

(Mayhew, e Sharma 1984a,b).  

No presente estudo, a área parcial analisada  de  9.000µm2 



 

 

 

correspondeu a quase 90% da área total do ramo mandibular do nervo facial 

dos ratos Wistar (Costa et al. 2012). Os dados histológicos da morfometria 

quantitativa (número total de axônios, densidade e a média dos diâmetros 

axonais em uma área parcial de 9.000µm2) foram analisados por dois 

examinadores diferentes, cegos, utilizando o software SigmaScan Pro 5.0® 

(SPSS Science®, Chicago, USA) e os dados finais, a média dos valores 

obtidos pelos mesmos examinadores. As fibras que não tinham o centro 

dentro do campo foram excluídas para evitar o chamado “efeito de margem” 

e consequentemente, erros de amostragem (Abercrombie, 1946; Gundersen, 

1977). 

Entre os autores que estudaram a regeneração do nervo facial de 

ratos, coelhos e cobaias, assim como no presente estudo, a melhora 

histológica qualitativa é evidente nos grupos que utilizaram algum tipo de 

célula-tronco em comparação aos que não usam essas células (Sun et al., 

2001a, b; Satar et al. 2009; Shi et al., 2010; Cho et al., 2010; Wang et al., 

2011; Costa et al., 2012), mostram sempre que nos grupos que empregam 

células-tronco ocorre uma melhora na organização axonal, aumento no 

número de axônios mielinizados assim como um aparente aumento do 

diâmetro das fibras de mielina, contudo, todos concordam que ainda as 

diferenças ao compará-los com o nervo normal são grandes. Porém, assim 

como o ocorrido na avaliação funcional, esses autores referem que os 

resultados histológicos qualitativos obtidos com as células-tronco 

diferenciadas são melhores que os das indiferenciadas, diferente do que foi 

descrito, pois apesar de bastante semelhantes, na avaliação histológica 



 

 

 

qualitativa o grupo C foi o que mais se aproximou do nervo normal, tanto no 

segmento proximal quanto no segmento distal. 

Em relação ao nervo normal, Mattox e Felix (1987) descrevem que o 

ramo mandibular de ratos Wistar contém de três a cinco fascículos. No 

presente estudo, o número de fascículos variou de dois a três até sua 

inserção no músculo do lábio inferior. Contudo, os resultados obtidos no 

estudo histológico quantitativo (quantidade de axônios, densidade axonal e 

diâmetro axonal) do grupo normal não apresentou diferença entre os 

resultados descritos anteriormente por Mattox e Felix (1987) e Costa et al. 

(2012a, b), mostrando que o ramo mandibular do nervo facial de ratos Wistar 

apresenta pouca variância entre os lados e/ou animais além de uma maior 

semelhança com o nervo facial de humanos que o tronco do nervo facial, 

constituindo assim  um bom modelo de estudo histológico quantitativo e 

qualitativo da regeneração neural do nervo facial.  

Quanto os segmentos proximais, o presente estudo revelou que não 

houve diferença significativa nos valores da quantidade, densidade e 

diâmetro axônal entre os grupos que receberam CMEM (C e D) e o nervo 

normal (grupo N), enquanto que os grupos que não receberam essas células 

(A e B) apresentaram diâmetros axonais menores em relação ao grupo 

normal, evidenciando que as CMEMi e CMEMd atuam também no segmento 

proximal.  

Nos grupos em que não foram usadas as CMEM (A e B) a quantidade 

de axônios e a densidade axonal do segmento distal mostraram-se iguais às 



 

 

 

do grupo D e menores que as do grupo C, porém, não houve diferença entre 

os grupos C e D, cujos resultados são semelhantes aos descritos por Wang 

et al. (2011). Curiosamente, Sun et al. (2011a) em seu primeiro trabalho, 

referem que a densidade axonal do grupo que recebeu as células- tronco 

derivadas do tecido adiposo foi maior que a do grupo normal, mostrando 

assim que essas células, associadas a um conduíte de artéria 

descelularizada, promoveram um crescimento excessivo de fibras 

mielinizadas, resultado este que difere do que foi aqui descrito, uma vez que 

todos os grupos apresentaram valores das variaveis quantitativas do 

segmento distal piores que o nervo normal. No entanto, em seu segundo 

trabalho, Sun et al. (2001b) descrevem que a densidade axonal do grupo 

que recebeu células- tronco derivadas do tecido adiposo transdiferenciadas 

foi maior que a dos outros grupos, incluído as células indiferenciadas e o 

nervo normal, porém não descrevem se houve ou não um crecimento 

excessivo de fibras axonais do grupo que recebeu as células-tronco 

indiferenciadas em relação ao nervo normal. Cho et al. (2010) relatam que 

os grupos que utilizaram apenas plasma rico em plaquetas ou CMEM não 

obtiveram diferença no número de axônios e somente quando associados 

mostraram resultados melhores na densidade de axônios. Costa et al. (2012) 

citam que o grupo que recebeu CMEMd obteve resultados melhores quanto 

a quantidade de axônios e densidade axonal em relação ao grupo recebeu 

as CMEMi, referindo ainda que grupo de CMEMd não apresentou diferença 

estatisticamente significativa para o nervo normal. 



 

 

 

No presente estudo as CMEM influenciaram nos diâmetros axônais 

apenas nos segmentos proximais, uma vez que os resultados obtidos nesse 

segmento, nos grupos C e D, não exibiram diferença em relação ao grupo N, 

enquanto os grupos A e B mostraram diâmetros estatisticamente menores 

que os do nervo normal. Além disso, no segmento distal, não houve 

diferença do diâmetro axonal entre os grupos operados, apenas quando 

comparados ao nervo normal (p<0,001) contrariando os resultados descritos 

por Sun et al. (2001b) , Wang et. al (2011) e Costa et al. (2012) em cujos 

resultados o diâmetro das fibras mielinizadas das células diferenciadas 

foram maiores que as indiferenciadas.   

Segundo Ochi et al. (1995), os resultados obtidos com os métodos 

histológicos de avaliação da regeneração neural, sejam eles quantitativos, 

qualitativos ou a associação desses, devem ser analisados com prudência, 

pois o aumento do tamanho e da quantidade de axônios pode não 

corresponder a uma melhora funcional. Esses autores ainda exemplificam: 

espécies com muitos axônios mielinizados, porém pequenos e espécies com 

poucos axônios mielinizados, porém largos, parecem similares quanto à 

regeneração. Grosheva et al. (2008) vão além disso, e ressaltam que a 

quantidade, a densidade e o diâmetro axonal de nada importa se o 

crescimento axonal não for direcionado corretamente à placa-alvo. Esses 

fatos podem ser comprovados nos resultados descritos por Sun et al. 

(2001a, b) nos quais os grupos que receberam células-tronco derivadas de 

tecido adiposo, associados a conduítes de artérias descelularizada, 

apresentaram um crescimento excessivo de axônios, porém não houve uma 



 

 

 

melhora funcional, pois estes axônios causaram uma poliinervação errônea. 

Os resultados obtidos no presente estudo também remetem à difícil 

correlação entre a melhora funcional e a melhora histológica uma vez que no 

grupo C houve aumento da amplitude e durações dos PAMCs acompanhado 

do aumento da quantidade de axônios e da densidade axonal, enquanto que 

no grupo D houve uma melhora funcional, com aumento da amplitude, 

porém sem correspondencia histológica nenhuma. 

Um dado interessante, aqui observado, é em relação ao diâmetro dos 

axônios. Defendido ferozmente por alguns autores como Donovan (1967), 

Williams e Wendell-Smith (1971), May et al. (2002), Costa et al. (2012), os 

resultados aqui obtidos demonstraram que o diâmetro das fibras 

mielinizadas não interferiu na recuperação funcional, diferente da quantidade 

e densidade axonal, que de certo modo, mostrou uma correlação, pelo 

menos no grupo C.  

 

Considerações finais  

As melhoras funcionais e histológicas na regeneração do ramo 

mandibular de ratos Wistar nos grupos nos quais foram inseridas células 

multipotentes do estroma mesenquimal em comparação com os grupos nos 

quais não foram inseridas essas células mostraram que as mesmas 

realmente auxiliam na regeneração neural, podendo vir a tornar-se uma 

opção para o tratamento de lesões graves do nervo facial. 



 

 

 

É opinião da autora que a melhora funcional não depende apenas da 

melhora histológica, mas sim de outros fatores como os descritos por 

Grosheva et al. (2008) entre outros, ainda desconhecidos ou pouco 

estudados.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

7  CONCLUSÕES 

  

 

1. As células multipotentes do estroma mesenquimal indiferenciadas e 

diferenciadas in vitro que apresentam fenótipo de células de Schwann 

beneficiaram a regeneração do ramo mandibular do nervo facial de ratos 

Wistar. 

2. As células multipotentes do estroma mesenquimal indiferenciadas 

mostraram resultados funcionais e histológicos melhores que as células 

multipotentes do estroma mesenquimal diferenciadas in vitro que 

apresentam fenótipo de células de Schwann na regeneração do ramo 

mandibular do nervo facial de ratos Wistar. 

3. As padronizações do modelo de avaliação funcional da 

regeneração neural do ramo mandibular do nervo facial de ratos Wistar e da 

histologia (quantitativa e qualitativa) desse mesmo ramo criaram um novo 

modelo experimental para o estudo da regeneração do nervo facial. 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ANEXO A 

 

MASSA CORPORAL DOS ANIMAS POR GRUPO 

 

Tabela A - Descrição, por grupo e por animal, dos valores da massa 
        corporal inicial, final, suas variações e médias.  

 

   

INCIDÊNCIA DE MORTES 

 

Tabela B - Quantidade e incidência de mortes, por período, em cada grupo. 

 

 

 

Inicial Final Variação Inicial Final Variação Inicial Final Variação Inicial Final Variação

(g) (g)  (%) (g) (g)  (%) (g) (g)  (%) (g) (g)  (%)

1 266,2 309,4 16,2 296,4 347,9 17,3 254,7 301,2 18,3 277,1 313,8 13,2

2 291,4 341,2 17 289,3 325,6 12,5 263,9 336,7 27,6 283,4 341,9 20,6

3 252,3 301,5 19,5 258,8 312,2 20,6 269,7 333,4 23,6 279,4 325,3 16,4

4 278,1 330 18,6 255,4 300,3 17,5 266,4 312 17,1 296,1 † †

5 292,3 340,8 16,5 253,9 312,1 22,9 295 † † 253,2 309,6 22,3

6 263,2 322,6 22,5 289,2 340,2 17,6 279,1 † † 288,9 348,3 20,6

7 255,8 301,7 17,9 255,1 315,6 23,7 278,3 329,6 18,4 263,5 319,4 21,2

8 258,5 314,2 21,5 253,2 † † 265,7 319,2 27,7 256,1 302,2 18,0

9 287,4 329,7 14,7 289,9 338,7 16,8 276,3 340,2 23,1 287,9 344,2 19,6

10 291,1 ― ― 292,1 340,1 16,4 270,3 325,6 27,9 263,1 † †

11 282,5 ― ― 268,7 309,3 15,1 293,2 339,9 15,9 261,1 301,7 15,5

12 277 † † 274,3 310,3 13,1 246,2 ― ― 276,6 326,9 18,2

Média 274,6 321,2 18,2 273 322,9 17,6 271,5 326,4 22,2 273,8 323,3 18,6

― Animais descartados

†   Animais mortos 

PESO

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D

RATO

Grupos Pré-operatório 3ª Semana 6ª Semana TOTAL Incidência

A 1 0 0 1 8,30%

B 1 0 0 1 8,30%

C 0 2 0 2 16,60%

D 1 0 1 2 16,60%

TOTAL 3 2 1 6 12,50%

MORTES

Periodo



 

 

 

ANEXO B 

 

VALORES ABSOLUTOS DOS PAMCs NO PRÉ-OPERATÓRIO 

 

 

Tabela C - Valores absolutos das variáveis intensidade de estímulo, 

amplitude, latência e duração dos PAMCs obtidos no pré-

operatório. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Direito 6,34 6,57 3,87 6,6 7,05 3,6 4,28 8,68 5,2 ― ― †

Esquerdo 6,04 7,79 3,59 4,08 3,49 6,22 7,21 6,98 6,02 ― ― †
Direito 1,09 1,1 1,5 1,3 1,2 1,1 1,16 1,3 0,8 ― ― †

Esquerdo 1,02 1 1,3 1,3 1,3 1,1 1,1 1,1 1 ― ― †
Direito 3,12 3,19 4,45 6,19 4,28 4,14 3,47 6,52 5,02 ― ― †

Esquerdo 3,39 5,48 4,02 3,36 4,21 5,96 4,5 4,37 4,55 ― ― †
Direito 2,9 2 2,2 2,5 3 2,7 2 2 3 ― ― †

Esquerdo 2,5 2 2 2,8 3 2,2 3 2 2,5 ― ― †
Direito 4,45 2,52 7,5 5,31 4,8 6,03 7,1 † 6,84 3,61 8,4 6,98

Esquerdo 5,18 8,1 1,59 3,4 4,76 5,9 6,92 † 8,92 4,29 7,3 6,51
Direito 1,06 0,8 1,48 1,16 0,9 1,3 1,2 † 1 1,48 1,4 1,13

Esquerdo 1,16 1 1,2 1,16 1 1,1 1 † 1,3 1,2 1,3 1,07
Direito 4,82 5,66 3,02 2,7 5,61 4,82 4,95 † 3,76 5,13 3,2 5,66

Esquerdo 3,92 4,66 4,37 4,51 5,87 4,1 3,44 † 5,24 3,33 4,38 4,87
Direito 2 2 2,6 2,5 3 2,5 2,7 † 3 2 2 3

Esquerdo 2 2,5 2,5 2 3 3 2 † 3 2 2,9 2
Direito 5,8 4,3 9,95 6,15 5,95 6,04 5,28 10,67 3,29 2,55 4,3 ―

Esquerdo 2,1 3,82 7,63 7,77 7,63 5,94 3,34 7,12 4,82 4,7 9,08 ―

Direito 1,33 2,05 1,3 1,23 1,3 1,38 1,14 1,06 1,35 1,5 1,1 ―

Esquerdo 2,66 1,19 1,38 0,82 1,38 1,28 1,1 1,25 1,5 1,5 1,05 ―

Direito 3,97 4,3 4,78 5,79 5,02 4,96 2,06 4,47 4,78 4,05 4,58 ―

Esquerdo 3,11 3,7 4,29 4,48 4,03 4,53 3,95 5,6 4,22 5,1 6,08 ―

Direito 3 1,7 2 2,7 2,3 2,1 2,4 2 2,5 2,6 2,8 ―

Esquerdo 1,5 1,5 2,5 2,4 2,5 2 2,6 2,4 1,9 2,9 2,9 ―

Direito 5,57 7,42 5,75 † 4,32 3,69 4,28 4,9 8,5 8,46 6,17 4,6
Esquerdo 4,83 5,71 6,88 † 6,18 2,5 6,3 6,6 8,17 5,88 7,91 2,9

Direito 1,35 0,58 0,7 † 1,64 0,87 0,85 1,22 1,03 0,74 1,19 0,85
Esquerdo 0,85 1,06 0,6 † 1,08 0,83 1,68 1,08 1,03 0,82 1,2 1,1

Direito 3,78 3,55 5,51 † 4,18 6,83 2,93 3,84 3,07 4,26 5,08 5,82
Esquerdo 2,62 4,76 4,07 † 4,55 3,84 3,98 4,33 3,25 5,97 5,77 4,73

Direito 2 2 3 † 3 2,5 3 4 3 3 3 4
Esquerdo 2 2 3 † 3 2,5 3 3 2 3 2 4

Ratos

A

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

Estímulo (mA)

Grupo Variável Lado

PRÉ-OPERATÓRIO

C

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

Estímulo (mA)

B

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

Estímulo (mA)

†    Animais mortos

D

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

Estímulo (mA)

―  Animais descartados



 

 

 

ANEXO C 

 

VALORES ABSOLUTOS DOS PAMCs DO LADO DIREITO NA TERCEIRA 
SEMANA DO PÓS-OPERATORIO 

 

Tabela D - Valores absolutos das variáveis de amplitude, latência e 

duração dos PAMCs obtidos do lado direito, na terceira 

semana do pós-operatório. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

11,2 10,1

B

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

C

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

†    Animais mortos

D

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

―  Animais descartados

15,8 13

Ratos

A

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

3ª SEMANA

Grupo Variável

0,24 0,3 0,16 1,39 ― ― †

8,8 †

0,13 0,18 0,12 0,89 0,22

13,01

1,64 9,1

18,6

0,14

0,76

1,76

11,8

0,38

4,54

8,1

14,13 10,7

1,93

0,65

9,27

4,33

0,33

14,2

14,2 † 16,7 7,8 12,3 13,03 16,8

15,8

0,45

0,11

† 11

0,35

†

0,41

10,9

11,35

0,19

3,8

9,71

0,19

5,11

9,79

11,9

17,1

3,23

10,6

†

† †

†

0,2

11,7

11,99

0,38

4,02

14,1

0,42

2,86

12,4

4,67 6,6

14,1

0,02

12,4110,24

0,03

11,2

18,7

0,1

†

― ―

― ―

† †

†

†

†

12,4

2,3

0,79

9,69

14,3 14,93

7,8

0,2

2,96 7,13

16,5

0,38

0,53

2,3

0,13

2,1

5,12

13,68

2,1 2,3

0,08

9,52

5,1

12,73

8,18

0,05 0,05

4,32

12,9

7,3

0,2

8,7

5,2

0,15

0,26

6,83

13,92

0,04

9,7

0,3

6,44

10,2

0,26

2,1

―

―

―



 

 

 

ANEXO D 

VALORES ABSOLUTOS DOS PAMCs DO LADO DIREITO NA SEXTA 
SEMANA DO PÓS-OPERATORIO 

 

 

Tabela E - Valores absolutos das variáveis de amplitude, latência e duração 
dos PAMCs obtidos do lado direito, na sexta semana do pós-
operatório. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

2,1

 

†

2,89

8,92

Ratos

A

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

6ª SEMANA

Grupo Variável

― ― †

― ― †

1,59

2,1

†    Animais mortos

B

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

C

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

D

Amplitude (mV)

Latência (ms)

Duração (ms)

―  Animais descartados

2,282,1

2,15

1,86

5,77

2,7

―

14,7

2,65 2,22 2,75

0,33 0,91 0,28

―†

1,46

1,7

9,54 9,07

1,33

1,63

2,32

6,6 6,09

1,76

2,83

11,8 9,37

1,76

2,09

7,43

†

†

†

†5,99

8,76

1,72

1,33

2,63

0,37 0,5

1,67

8,51

3,61

12,4

4,7

0,6

13,78

0,22

7,12

8,83

2,58

0,37 0,6

9

11,7

1,76

16,2

5,32

0,66

14,5 10

2,5

0,35

0,68

1,8

14,2

1,26 †

9,74

2,35

8,6 9,13

2,06

1,57

0,96

3,6

11,82

0,53

1,96

†

†

†

9,35

5,87

2,7

1,9

13,9

0,47

3,1

12,3

1,66

2,33

2,65

0,78

11,9

1,4

0,37

†

†

†

3,49 1,6

7,4 5,32 8,11

9,74 9,22

2,891,832,67

―

†

†

†

12,42

2,09

1,93

2,1

2,59 1,58 1,66

10,9 8,25 13,16

1,72

1,9

0,4

― ―



 

 

 

ANEXO E 

VALORES HISTOLÓGICOS ABSOLUTOS DOS GRUPOS ESTUDADOS 

 

 

Tabela F - Valores absolutos da quantidade de axônios, diâmetro e 
densidade axonal dos grupos estudados. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Número Proximal 1267 1493 1251 1347 2063 1555 1381 1241 2046 ― ― †

de axônios Distal 500 337 411 534 602 382 324 423 485 ― ― †
Diâmetro Proximal 2,27 2,99 3,17 3,45 3 2,93 2,9 3,55 3,62 ― ― †

axônal (µm) Distal 2,26 2,66 2,31 2,42 2,63 2,7 3,03 3,39 3,6 ― ― †
Densidade Proximal 0,14 0,165 0,14 0,15 0,23 0,17 0,15 0,14 0,23 ― ― †
(axônio/µm) Distal 0,05 0,04 0,04 0,06 0,07 0,04 0,03 0,05 0,05 ― ― †

Número Proximal 1369 1416 1633 1493 2123 1326 1259 † 1546 1721 1462 1339
de axônios Distal 160 620 205 178 610 776 444 † 431 265 D 761
Diâmetro Proximal 3,93 3,19 3,13 3,3 3,46 3 2,92 † 3,45 2,54 2,4 2,67

axônal (µm) Distal 3,84 3,05 2,53 2,7 2,54 2,43 2,5 † 2,85 2,85 D 2,5
Densidade Proximal 0,15 0,16 0,18 0,16 0,24 0,16 0,14 † 0,17 0,19 0,16 0,15
(axônio/µm) Distal 0,02 0,07 0,02 0,02 0,07 0,09 0,05 † 0,05 0,03 D 0,08

Número Proximal 1974 1387 1182 1354 † † 1381 1355 2205 2325 1356 ―

de axônios Distal 1069 1083 1054 971 † † 1025 489 786 1832 907 ―

Diâmetro Proximal 5,59 4,44 3,46 3,4 † † 3,9 3,38 3,27 4 3,6 ―

axônal (µm) Distal 3,66 3,77 3,17 2,87 † † 3,16 3,13 3,19 2,99 3,01 ―

Densidade Proximal 0,22 0,15 0,13 0,15 † † 0,15 0,15 0,24 0,26 0,15 ―

(axônio/µm) Distal 0,12 0,12 0,18 0,11 † † 0,11 0,05 0,09 0,2 0,1 ―

Número Proximal ‡ 2162 ‡ † 1514 1626 1810 1811 1629 † ‡ 1293
de axônios Distal ‡ 1507 ‡ † 1408 1434 539 372 903 † ‡ 758
Diâmetro Proximal ‡ 4,58 ‡ † 4,03 2,45 3,81 2,49 2,51 † ‡ 3,63

axônal (µm) Distal ‡ 3,68 ‡ † 3,62 2,31 2,47 2,37 2,34 † ‡ 2,63
Densidade Proximal ‡ 0,24 ‡ † 0,19 0,18 0,2 0,2 0,19 † ‡ 0,14
(axônio/µm) Distal ‡ 0,17 ‡ † 0,16 0,15 0,06 0,04 0,1 † ‡ 0,08

Número Proximal 1847 1614 1648 1758 1583 1716 1661 1581 1678 1738 1336 1784
de axônios Distal 1650 1722 1789 1602 1700 1720 1598 1606 1518 1789 1382 1676
Diâmetro Proximal 4,35 5,01 4,75 4,46 4,3 4,39 4,19 4,48 4,54 4,5 4,47 4,52

axônal (µm) Distal 5,06 4,58 4,76 4,45 4,46 4,62 4,26 4,09 4,16 4,6 4,32 4,56
Densidade Proximal 0,2 0,18 0,18 0,2 0,17 0,19 0,18 0,17 0,19 0,19 0,15 0,2
(axônio/µm) Distal 0,18 0,19 0,2 0,18 0,19 0,19 0,18 0,18 0,17 0,2 0,15 0,19

 

Grupo Variável Segmento
Ratos

―  Animais descartados
†    Animais mortos

D

C

N

A

B

‡  Segmentos perdidos/descartados
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