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REPARO DO RAMO BUCAL DORSAL DO NERVO FACIAL EM
COELHOS COM SEGMENTO INTESTINAL ALOGENO

RESUMO

Foram utilizados 18 coelhos, raca Nova Zelandia, machos, adultos, para
avaliacao clinica e histoldégica do reparo do ramo bucal dorsal do nervo facial,
decorridos 15, 30 e 60 dias de pds-operatorio (PO). Os animais foram distribuidos
aleatoriamente em dois grupos de igual numero para seccao e aproximagao
epineural do ramo bucal com fio nailon monofilamentoso 10-0. Nos animais do grupo
I, o nervo foi revestido com tubo-guia de segmento intestinal de jejuno alégeno
conservado em glicerina a 98% % e o grupo |l apenas aplicagcado de sutura epineural.
Foi observada secrecdo nasal até a segunda semana nos animais do grupo Il e, até
a oitava semana, nos do grupo |. Nos coelhos dos dois grupos ocorreu retorno da
resposta ao reflexo de piscar na primeira semana e da movimentacdo do labio
superior a partir da oitava semana. Decorridos os periodos pré-estabelecidos de PO
foi notado nos animais de ambos os grupos, aderéncia fibrosa do nervo aos tecidos
adjacentes, sendo mais intensa nos do grupo |. Verificou-se infiltrados celulares e
células gigantes com fibrose desorganizada e fibras colagenas do tubo-guia
entremeadas ao tecido conjuntivo. Aos 15 dias de PO, os cotos distais de ambos os
grupos encontravam-se com degeneracao walleriana discreta. Aos 30 dias, com
intensa proliferacdo das células de Schwann e aos 60 dias, com dispersas fibras
regeneradas. A reparagcdo do ramo bucal dorsal do nervo facial com o tubo-guia nao
foi significativamente diferente nos coelhos do controle, quanto a avaliacdo de
recuperacao funcional e histologica.

Palavras-chave: tubo-guia, intestino, enxerto, regeneragdo neural, nervos

periféricos.
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REPAIR OF THE DORSAL BUCCAL BRANCH OF FACIAL NERVE
IN RABBITS WITH ALLOGRAFT INTESTINAL SEGMENT

ABSTRACT

18 rabbits, New Zealand race, males, adults were used for clinical and
histological evaluation of repair dorsal buccal branch of facial nerve after 15, 30 and
60 days postoperatively (PO). The animals were divided into two groups of equal
numbers for transection and 10-0 nylon monofilament epineural suture of buccal
branch. In animals in Group |, the nerve was coated with chamber intestinal segment
of jejunum allograft preserved in glycerin 98% and in group Il was applied epineural
suture. Nasal secretion was observed until the second week in the animals of group Il
and until the eighth week in the group I. In rabbits of the two groups occurred the
return of response to blink reflex in the first week and the movement of the upper lip
from the eighth week. After the pre-established periods of PO was noted in animals in
both groups, adherence fibrous tissue adjacent to the nerve, more intense in the
group I. There was infiltrated cellular and giant cells with fibrosis unsystematic and
collagen fibers of the allograft conduit joing to the connective tissue. At 15 days of
PO, the distal nerve stumps of both groups were found with mild degeneration
wallerian. At 30 days, with intense proliferation of Schwann cells in 60 days, with
scattered fibers regenerated. The repair of the dorsal buccal branch of facial nerve
with the allograft conduit wasn't significantly different between the control rabbits as

to the assessment of histological and functional recovery.

Keywords: nerve conduit, intestine, graft, nerve regeneration, peripheral nerve



I. INTRODUCAO

O nervo facial é responsavel pela inervagcdo dos musculos da expressao
facial, incluindo o musculo motor da orelha externa e a musculatura envolvida no
fechamento da fenda palpebral, além de fornecer fibras parassimpaticas para o
controle do lacrimejamento. Les6es dos ramos individuais do nervo facial dos grupos
musculares que ele inerva, ocasionam paresia ou paralisia restrita a esses
musculos. Ja nos ramos bucais do nervo facial localizado no musculo masseter
causam o labio superior pendular e o focinho desloca-se em direcdo ao lado oposto
(SLATER, 2001). Quando ocorre em nervos periféricos, s@o seguidas,
freqUentemente, de retorno incompleto da fungéo e, as vezes, associadas com dor
neuropatica. Conseqglentemente, existe a necessidade de tratamentos que
melhorem a recuperacédo da transmissao nervosa (JUBRAN, WIDENFALK, 2003).

O colageno, que proporciona resisténcia a um nervo reparado, é produzido
por fibroblastos no epineuro. Respostas inflamatérias exuberantes ou prolongadas
podem causar excesso de producdo de colageno, com formacao prejudicial de
fiborose (RODKEY, 1998).

Na reparacdo neural € utilizada a técnica de tubulacdao que consiste no
implante de um tubo-guia, com a finalidade de permitir o redirecionamento das fibras
nervosas da extremidade proximal em direcdo a distal. Assim como, evitar a
proliferacdo de tecidos cicatriciais entre os cotos que possam prejudicar a
regeneracdo (DANIELSON, DAHLIN, POULSEN, 1996).

Varios estudos tém avaliado o uso de diferentes tubos-guia como musculos
(OLIVEIRA et al., 2004), nervos (CHOI, RAISMAN, 2003), veias (KELLEHER et al,
2001), tenddes (BRANDT, DAHLIN, LUNDBORG, 1999), colagenos (YOSHII et al.,
2001). Bem como, tubos sintéticos de silicone (FERREIRA, STOPIGLIA, SILVA,
2002) e de acido poliglicélico (COSTA, 2001). Entretanto, sdo métodos desprovidos
de bons resultados.

Objetivou-se avaliar, clinica e histologicamente, o uso de segmento intestinal
de jejuno alégeno conservado em glicerina a 98% como tubo-guia na reparacao do

ramo bucal dorsal do nervo facial em coelhos.



Il. REVISAO DE LITERATURA

Il.a. Anatomia e morfologia do nervo facial

Segundo Evans e De Lahunta (1994), o nervo facial ou sétimo nervo craniano
inerva os musculos superficiais da cabecga e da face, bem como a parte caudal do
digastrico e o platisma do pescoco. O nervo penetra na parte petrosa do 0sso
temporal via meato acustico interno, segue pelo canal facial daquele osso e deixa o
cranio no forame estilomastéideo. De acordo com Evans e Christensen (1979) e
Evans e De Lahunta (1994), o tronco facial termina como o0s nervos
auriculopalpebral, bucal dorsal e bucal ventral.

O ramo bucal dorsal do nervo facial continua rostralmente na face e recebe
diversas ramificacbes do ramo transverso da face. Proximo a borda rostral do
musculo masseter, une-se ao ramo de ligacdo do ramo bucal ventral, formando um
extenso plexo. Do plexo, cruza o ducto parotidico e a veia facial em dire¢édo rostral,
terminando no musculo orbicular da boca e na musculatura da regido nasal lateral
(GODINHO, GETTY, 1975). O ramo bucal dorsal, como os demais nervos
periféricos, é constituido por fibras nervosas motoras, sensitivas e/ou simpaticas
agrupadas em fasciculos. Cada fibra € circundada por uma lamina de tecido
conjuntivo denominado endoneuro, cuja funcao é a protecdo e nutricao dos axonios.
Os fasciculos sao rodeados, individualmente, por uma Iamina de tecido conjuntivo, o
perineuro, que contribui para a forga ténsil do nervo. Os grupos fasciculares se
agrupam por tecido conjuntivo frouxo denominado epineuro que os nutre e protege.
O tronco nervoso constituido por numerosos fasciculos apresenta mobilidade
consideravel dentro do epineuro (GUTZE, FORTET, HEREDERO, 2001).



Il.b. Nervos periféricos

Il.b.a. Alteracoes inflamatorias

AlteracGes da integridade axonal causam respostas inflamatérias agudas na
regido distal do nervo e em volta dos corpos celulares de neur6nios lesados. Essas
mudangas séo caracterizadas por um influxo de leucécitos que auxiliam as células
de Schwann a eliminar debris de mielina ndo-funcionais ao redor do corpo celular.
As células inflamatérias locais séo rapidamente ativadas e entram em contato direto
com o corpo celular para interagir com células “T” (MAKWANA, RAIVICH, 2005).

Apo6s secgdo de um nervo periférico, os axénios separados de seu corpo
celular degeneram e as células de Schwann perdem sua mielina, dividem-se e
fornecem uma trajetéria para imediata regeneragcdo (SNELL, 1985; ROSS,
ROWRELL, 1993; HASHIMOTO et al., 2005). A degeneragao da fibra nervosa ocorre
por autdlise, via entrada de Ca'™" e ativagdo de protease na area da lesdo. No
entanto, migragdo de células mielomonociticas é necessaria para remogao de
mielinas e induzir mitose nas células de Schwann. Macréfagos e células
polimorfonucleares sao recrutados em grande numero, em um curso de tempo
compativel com sua execucao como funcao dentro da porcéao distal do nervo lesado.
Os macréfagos atuam como intermediarios na reutilizagao lipidica pela regeneracao

de cones de crescimento (LUNN et al.,1989).

I.Lb.b. Degeneracao walleriana e funcao das células de Schwann

Apesar de o nervo facial ter origem central, possui capacidade de
regeneragdao melhor quando comparado aos neurdnios do sistema nervoso central.
Sob esse aspecto, ele comporta-se como nervo periférico embainhado por células
de Schwann (CHOI, DUNN, 2001). Quando a fibra nervosa é rompida, ocorre
degeneracdo walleriana que impede a conducado nervosa entre os segmentos
proximais e distais (BROWN et al., 1997; DOURADO et al., 2003). Distalmente, o

axoénio e a mielina regeneram-se. Entretanto, as células de Schwann proliferam para



formar o tubo neurolemal através dos quais as fibras nervosas em crescimento
guiam-se em direcao ao musculo a fim de reinerva-lo (CHRISMAN, 1991).

A exposicdo do conteudo intracelular de um axénio lesado para o meio
extracelular ocasiona rapida entrada de ions extracelulares, como calcio e sodio,
através do canal aberto da membrana plasmatica. Isso resulta em despolarizacao e
uma sequéncia do potencial de acao induzida pela lesdo. O influxo de calcio e a
ativacdo permanente de proteases e do citoesqueleto no axoplasma remodelam a
formacdo de cones de crescimento e atuam na sintese protéica intra-axonal
(MAKWANA, RAIVICH, 2005).

Il.b.c. Classificacao das lesoes neurais

As lesbes sdo separadas em neuropraxia, axonotmese e neurotmese
(CHRISMAN, 1991; RODKEY, 1998; GUTZKE, FORTET, HEREDERO, 2001). A
neuropraxia se refere a um bloqueio de conducdo nervosa local com paralisia e
auséncia de degeneracao walleriana distal. Macroscopicamente, 0 nervo nao
apresenta lesdées e, histologicamente, aparecem segmentos desmielinizados
(GUTZKE, FORTET, HEREDERO, 2001). A axonotmese se caracteriza por
descontinuidade axonal, degeneracado walleriana distal e regeneragao axonal
proximal, entretanto, o perineuro e o endoneuro permanecem intactos. A neurotmese
equivale a uma disfuncéo fisiolégica completa do nervo e degeneragdo walleriana
(GUTZE, FORTET, HEREDERO, 2001). A menos que se execute uma reparacao
cirurgica, a funcao do nervo nao sera recuperada (CRHISMAN, 1991).

Il.b.d. Regeneracgao neural

Nas lesbes axonais maiores que 30,4mm em cdes e gatos, ndo ocorre
contato anatémico do tubo neurolemal entre os cotos neurais, devido a oclusao por
fibrose. Quando em contato anatdémico estabelecido, o canal neurolemal formado &

estreito e ndo ocorre a mielinizacdo adequada das novas fibras nervosas. O tempo



de conducao é retardado e a fibrose muscular reduz a fungdo motora (CHRISMAN,
1991).

A degeneracado do segmento distal do ax6nio seccionado néo € propriedade
intrinseca do nervo. Depende da iniciacdo rapida do recrutamento de células
mielomonociticas ou da ativagdo das células de Schwann para fagocitar debris
axonais e a mielina. Em lesbes de terminacdes neuronais desmielinizadas, a
regeneracdo depende, principalmente, da presenca das células mielomonociticas.
As fibras mielinizadas sdo embainhadas pelas células de Schwann, e, portanto, a
regeneragao procede especialmente por essas células (LUNN et al., 1989).

Durante as primeiras seis horas apds a lesédo, ocorre regeneragao neural
desde o nddulo de Ranvier terminal através dos espacos criados pela retragdo das
células de Schwann. O primeiro broto axonal é substituido durante as primeiras 27
horas por outro permanente com citoesqueleto, criando uma unidade regeneradora
delimitada pelo perineuro. Inicialmente, constituida por fibras amielinicas,
independentemente do nervo de origem, podendo chegar a ser mielinicas (GUTZKE,
FORTET, HEREDERO, 2001).

Il.b.e. Neurorrafias

As suturas epineurais e fasciculares sao as técnicas mais comuns nas
neurorrafias, sendo a epineural a mais aplicada. A reparagao epineural consiste na
coaptacdao dos segmentos nervosos mediante pontos de sutura ndao absorvivel
(GUTZE, FORTET, HEREDERO, 2001; MENOVSKY, BEEK, 2001; SHORES, 2005).
Na reparacdo fascicular, a sintese é realizada através do perineuro de cada
fasciculo individual (DOURADO et al., 2003). Esta aproximacgao é teoricamente mais
adequada porgque o nervo é suturado internamente e externamente, garantindo uma
anastomose fascicular. Entretanto, manipulagdo excessiva pode causar maiores
danos traumaéticos, inflamatérios ou degenerativos (DOURADO JR., VALMASEDA-
CASTELLON, GAY-ESCODA, 2004).



Il.b.f. Homoenxertos

Em humanos, lesbes axonais maiores que 1,0cm entre as extremidades
proximal e distal requerem autoenxertos de nervos periféricos. Contudo, existem
numerosas deficiéncias incluindo cicatrizes inconsistentes, neuroma doloroso,
escassa disponibilidade de tecido doador e comprometimento no local doador, além

da cirurgia requerida para coletar o tecido doador (KATAYAMA et al., 2006).

Il.b.g. Enxertos tubulares

Foram descritas varias técnicas para regeneragdo axonal como o uso de
hormonios (TANZER et al., 2004; OBLE et al., 2004), gangliosideos (ABREU, WEI,
ZUMIOTTI, 2002), moduladores imunolégicos (KVIST, DANIELSEN, DAHLIN, 2003),
fatores promotores de crescimento (CORTES et al., 2003; JUBRAN, WIDENFALK,
2003; MARTINS et al.,, 2005) e tubos-guia (IJKEMA-PAASSEN et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2004; BERTELLI et al., 2005).

A recuperacdo da funcdo apds reconstituicao espontdnea de nervos
periféricos é, freqlentemente, insuficiente (KUYPERS et al., 1995; GUTZE,
FORTET, HEREDERO, 2001). Foi referido por Katayama et al. (2006) que
dependendo do local da lesdo e da formacdo de neuroma ou tecido cicatricial, ha
perda de reinervacdo espontanea, requerendo intervencgéo cirurgica para reparacao
da injuria. Apds secgao, as extremidades do nervo tendem a retragdo e uma sutura
primaria dos cotos sé € possivel quando ndo ha tensdo local pela coaptagdo. Caso
contrario, € necessario aplicar um tubo-guia entre os cotos proximal e distal para
orientar as fibras proliferativas do nervo e impedir a formacao de neuroma (IJKEMA-
PAASSEN et al., 2004).

Os tubos-guias sao cilindros ocos que servem como orientacdao das
extremidades aproximadas do nervo. O traumatismo cirurgico € minimo devido ao
reduzido nimero de pontos de sutura necessarios para coaptacdo dos cotos
terminais, que ocasiona melhor cicatrizagao. Entre as terminagdes neurais € deixado

um espacgo para permitir o redirecionamento dos fasciculos nervosos (GUTZKE,



FORTET, HEREDERO, 2001). O objetivo de tubular um nervo seccionado € evitar a
invasdao de fibroblastos, favorecendo a regeneracdo axonal através do espaco
existente no seu interior (DANIELSON, DAHLIN, POULSEN, 1996).

Guias biodegradaveis sintéticos tém sido desenvolvidos, como o acido
poliglicolico (COSTA, 2001), o caprolactone (YOUNG, TERENGHI, WIBERG, 2002),
o polifosfazene (ALDINI et al., 2000), o polisulfone (RODRIGUES et al., 1999) e o
metil metacrilato (BELKAS et al., 2005; KATAYAMA et al., 2006). Foi referido por
Katayama et al. (2006) que os biodegradaveis tém sucesso limitado devido a sua
instabilidade durante a regeneracdo. Ainda permitem a infiltragdo de tecido cicatricial
e/ou reabsorcdo precoce (BELKAS et al., 2005). Conforme ljkema-Paassen et al.
(2004), esses materiais ndo degradam completamente e alguns apresentam
produtos de degradacéo citotdxicos.

Os implantes nao-biodegradaveis sintéticos utilizados como tubo-guia foram o
silicone (STOPIGLIA et al.,1998), a quitosana (ITOH et al., 2002; CORTES et al.,
2003), a celulose liofilizada (MELLO et al., 2001; TORRES, GRACA, FARIAS, 2003)
e a seda (YANG et al., 2007). Segundo ljkema-Paassen et al. (2004), apresentam a
desvantagem de permanecerem como corpo estranho, com excessiva formacéo de
tecido cicatricial. Isso pode resultar em constricdo do nervo em regeneracao,
colocando em risco a recuperacao do nervo funcional.

Dentre os materiais biolégicos utilizados como tubos-guia encontram-se o
musculo esquelético (MLIGILICHE et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004; BERTELLI et
al., 2005), a lamina de musculo basal (NETO, SABHA JR., MARQUES, 2005), veia
(KELLEHER et al., 2001), colageno (YOSHII et al., 2001; ITOH et al., 2002) e tendao
autélogo (BRANDT, DAHLIN, LUNDBORG, 1999). Implantes de veias podem
colapsar devido as suas paredes finas e auséncia de pressao interna, além de que o
tecido cicatricial pode causar constricdo. Com o emprego de tecido muscular, as
fibras nervosas podem facilmente divergir do tecido, conseqlientemente, formando
neuroma (IJKEMA-PAASSEN et al.,, 2004). Os tubos-guia biolégicos como o
colageno e tendao autdlogo associados a outros componentes de matriz extracelular
favoreceram a regeneracao (BRANDT, DAHLIN, LUNDBORG, 1999).



ll.c. Segmento intestinal de jejuno

O intestino ja foi utilizado como bioenxerto no reparo de diversas estruturas,
como bexiga (GRECA et al., 2002), intestino (SOUZA FILHO et al., 2005) e parede
abdominal (CLARKE et al., 1996). O jejuno alégeno desprovido do epitélio e lamina
propria da tunica mucosa foi empregado para reparagao de diafragma (MOTA et al.,
2003b), tendao (EURIDES et al., 2004) e esbfago cervical (FREITAS et al., 2002).
Esta membrana bioldgica foi avaliada em diferentes métodos de preservagao, sendo
a glicerina a 98% um dos meios de conservagdo que melhor manteve a integridade
tecidual (MOTA et al., 2003a). A glicerina tem sido utilizada como meio de
conservagdo de enxertos biologicos como peritbnio (DALECK et al., 1988;
RODASKY et al., 2000), pericardio (LAVALLE et al., 1998; QUITZAN et al., 2003),
capsula esplénica (EURIDES et al., 2006), centros frénicos (BRUNN et al., 2004),
osso cortical (ZILIOTTO et al, 2003), membrana amniodtica (OLIVEIRA,
ALVARENGA, 1998), dentre outros. Os autores referiram que nao foram observados
sinais de rejeicao, devido a acao antigénica da glicerina a 98%. Esta solucdo possui
efeito fixador e protetor da integridade celular, aumenta a resisténcia a tragdo, nao
altera a elasticidade e age como anti-séptico, exceto contra as formas esporuladas.
A auséncia de reagdes inflamatérias agudas relacionadas ao uso de implantes
conservados neste meio indica sua baixa antigenicidade (ALVARENGA, 1992).

Il. MATERIAL E METODOS

lll.a. Obtencao e preservacao de segmentos de jejunos alégenos

Foram obtidos segmentos tubulares do jejuno proximal de dois coelhos da
raca Nova Zelandia, imediatamente ao abate, realizado no abatedouro da Escola
Agrotécnica Federal de Uberlandia, fiscalizado pelo servigo de Inspeg¢do Municipal.

Apoés coleta, foram evertidos com pingas de Adson e lavados por varias vezes com



polivinil-pirolidona diluida a 0,1% em solugao fisiolégica a 0,9%. Uma seringa de
insulina foi introduzida sob tensdo no limen de cada segmento intestinal evertido. O
epitélio e lamina prépria da tunica mucosa foram removidos, sob suaves friccoes,
com compressa umedecida em solucao fisioldgica a 0,9%. Depois, irrigados com
solugao fisiologica a 0,9%, colocados em frasco esterilizado contendo glicerina a
98%° e mantidos estocados em temperatura ambiente por um periodo minimo de 30
dias (EURIDES, MAZZANTI, BELETTI, 1998).

Para implante, os segmentos foram removidos do meio de conservacao,
hidratados por varias vezes em solugdo fisiologica a 0,9%, seccionados em
fragmentos de 8,0mm de comprimento e mantidos submersos em solugéo fisiologica

a 0,9% durante 20 minutos.

llil.Lb. Obtencao dos animais e distribuicao dos grupos

Foram utilizados 18 coelhos, oriundos da Escola Agrotécnica Federal de
Uberlandia, machos, adultos, raca Nova Zelandia, com pesos variando de 2,5 e
3,0kg. Ap6s hemograma e exame parasitologico e considerados aptos para
participarem do experimento, os animais foram mantidos em gaiolas individuais,
onde receberam racdo comercial® e agua a vontade, por um periodo inicial de 15
dias para adaptacado. Os coelhos foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos

de igual numero, denominados de tratado (grupo 1) e controle (grupo Il).

lll.c. Pré-operatério

Apoés jejum de alimentos solidos de seis horas e hidrico de duas horas, 30
minutos antes da intervencdo cirargica, os coelhos foram submetidos a
administracdo subcutanea de cloridrato de tramadol® (2,0mg/kg), enrofloxacina®
(15,0mg/kg) e cetoprofeno' (3,0mg/kg).
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Para a anestesia, os animais receberam cetamina® (30,0mg/kg, IM) e xilazina"
(3,0mg/kg, IM), seguindo-se de tricotomia da regido massetérica, temporal e

parotidica e anti-sepsia com polivinil-pirrolidona diluida a 0,1%.

lll.d. Técnica cirurgica

Cada coelho foi posicionado em decubito lateral direito e foi realizada uma
incisdo rostrocaudal de aproximadamente 4,0cm de pele e musculo cutaneo da face,
na face lateral do musculo masseter. A incisdo foi feita a partir de um ponto médio
entre a palpebra inferior e a borda caudal da mandibula. Envolto por tecido
conjuntivo, o ramo bucal dorsal do nervo facial foi individualizado e seccionado

transversalmente (Figura 1).

2

X

Figura 1. A. Esquema representativo da localizagdo do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho
da raga Nova Zelandia (seta), ducto parotideo (1), artéria facial transversa (2) e veia facial
(3). Nota-se o nervo bucal dorsal individualizado (B) e seccionado (C), setas.

Nos animais do grupo |, apds secc¢ao do nervo, foi introduzido um segmento
tubular intestinal alégeno de 8,0mm no coto proximal de forma que a tunica serosa
ficasse em contato com o nervo. Com microscopio cirlrgico, foram aplicados
quatros pontos simples separados no epineuro, equidistantes, com fio de nailon
monofilamentoso 10-0’. De cada ponto de sutura realizado na face dorsal e ventral,
foi deixada uma ponta longa para permitir a rotacdo do nervo e sutura de sua face

medial. ApOs a sutura, as pontas dos fios foram seccionadas (Figura 2).
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O tubo intestinal alégeno foi colocado sobre a anastomose epineural a uma
distancia de 4,0mm entre o local da anastomose e da borda proximal e dorsal do
implante e fixado no epineuro com ponto simples continuo e fio de nailon
monofilamento 10-0. O excedente do enxerto foi removido de forma a evitar a
formacao de espaco entre 0 nervo e o implante. As bordas foram aproximadas com
ponto simples continuo e fio nailon monofilamentoso 10-0 (Figura 3).

O mausculo cutaneo da face foi unido com ponto simples continuo e fio
categute cromado 3-0%. A sintese da pele foi realizada com pontos de Wolff e fio de
nailon monofilamentoso 4-0'. Para os animais do grupo I, foram praticados os
mesmos procedimentos, porém sem implante do tubo guia.

Figura 2. A. Esquema representativo da rota¢éo do ramo bucal dorsal do nervo facial com pontos de
sutura para visualizagao da face medial. B. Nota-se a face ventral do nervo apés rotagao
(setas). C. Aspecto final da aproximagao do nervo com pontos simples separados e tubo-
guia intestinal de jejuno alégeno mantido temporariamente no coto proximal (Fl) do nervo
em coelho da raga Nova Zelandia.

lll.e. Pés-operatorio

Os coelhos foram mantidos em gaiolas individuais com colar tipo elisabetano,
confeccionado com filme de raio-x, durante o periodo experimental. Os animais
foram submetidos a administragcdo subcuténea de cloridrato de tramadol (2,0mg/kg),
a cada oito horas, e cetoprofeno (2,0mg/kg), a cada 24 horas, por trés dias e
enrofloxacina (15,0mg/kg), a cada 24 horas, por cinco dias. As feridas de pele foram

diariamente higienizadas com solucéo fisiolégica a 0,9% e aplicagdo topica de
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polivinil-pirrolidona a 0,1% durante sete dias. Os fios de sutura de pele foram

retirados apos 10 dias de PO.

Figura 3. A. Esquema representativo do tubo-guia intestinal de jejuno alégeno fixado no ramo bucal
dorsal do nervo facial. B. Aspecto final da fixagdo do enxerto sobre o nervo (seta) em
coelho da raga Nova Zelandia.

liL.f. Avaliacao clinica

Apoés 24 horas de PO e semanalmente, foram realizadas avaliagbes clinicas
para verificar secrecao nasal, reflexo de piscar e movimentacao do labio superior.
Estes parametros foram quantificados, utilizando as escalas de 0 a 3, conforme

especificado na Tabela 1.

Tabela 1. Escalas e parametros clinicos avaliados referentes a secre¢ao nasal, reflexo de
piscar e movimentagao do labio superior e representagao qualitativa das escalas
quantificadas em coelho da raga Nova Zelandia.

PARAMETROS
ESCALAS
~ . Movimentacao do

Secrecao nasal Reflexo de piscar labio superior
0 Ausente Ausente Ausente
1 Discreta Lento Retorno parcial
2 Moderada Normal Retorno completo
3 Intensa — —
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O parametro secrecao nasal foi obtido por meio de avaliacado visual direta da
regiao nasal. Para a resposta motora ao reflexo de piscar foi realizado o teste de
sensibilidade ao fechamento palpebral com toque digital na palpebra superior. A
movimentacao do labio superior foi verificada por meio de avaliagao visual durante a
alimentagao do animal.

Para comparacdo semanal do grupo | com o grupo Il foi utilizado o teste de
Mann-Whitney. Os dados foram submetidos a andlise estatistica por meio do
programa BioEstat (AYRES et al., 2004).

lll.g. Avaliagao macroscopica

Decorridos os periodos pré-estabelecidos de 15, 30 e 60 dias, os animais
foram reoperados seguindo os mesmos protocolos do pré-operatério para coleta de
fragmento do local da anastomose epineural e do enxerto (CONSELHO FEDERAL
DE MEDICINA VETERINARIA, 1979). Durante a bidpsia foram feitas avaliagdes
macroscopicas quanto a aderéncia entre tecidos adjacentes e o local da lesdo

neural.

lll.Lh. Avaliacao histoldgica

Os fragmentos coletados foram fixados em formol a 10%, incluidos em
parafina e processados rotineiramente. As laminas foram coradas pela técnica
Hematoxilina-Eosina (HE) e Picro-sirius Red para observagdo em microscopio de
luz.

Os cortes histolégicos foram analisados por meio de imagens digitalizadas
obtidas em microscopio Olympus Triocular BX 40™ acoplado a cdmera Olympus Oly
200", ligada a um computador PC° através de placa digitalizadora Data Translation
3153P. Em laminas coradas com HE sobre o corte longitudinal foram observadas a
presencga de células inflamatorias, a deposi¢cao de tecido conjuntivo na anastomose

neural e as caracteristicas do tubo-guia. Em cortes transversais, foram avaliadas a
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degeneracdao e regeneracdao do coto distal, tomando-se como referéncia de
normalidade, o coto proximal. Sob a coloracdo de Picro-Sirius Red em corte
longitudinal, foi verificada a deposicdo de tecido conjuntivo e orientacdo de fibras
colagenas.

Os achados em microscopia foram agrupados de forma qualitativa, utilizando
as escalas de 0 a 3, como representado na tabela 2, e submetidos a avaliacao
estatistica pelo teste de Wilcoxon considerando 5% de significancia (a < 0,05)
(AYRES et al., 2004).

Tabela 2. Escalas e parametros histolégicos avaliados referentes a reagéo inflamatoria,
orientacdo das fibras colagenas, degeneragdo/regeneracdo do coto distal do
ramo bucal dorsal do nervo facial e representacdo qualitativa das escalas
quantificadas, em coelhos da raga Nova Zelandia.

PARAMETROS
ESCALAS Reacéao Orientacao das fibras Degeneracao/
inflamatoria colagenas regeneracao
0 Ausente Realinhadas Degeneracao discreta

Moderada hiperplasia de

1 Discreta Cruzadas células de Schwann
2 Moderada Difusas Intgnsa proliferagcéo de
células de Schwann
Interrompidas por tecido Presenca de fibras
3 Intensa O X
conjuntivo axonais regeneradas

IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

A abordagem foi suficiente para realizagdo da neurorrafia epineural como
descrito por Dourado Jr., Valmaseda-Castellébn e Gay-Escoda (2004) e aplicacao do
tubo-guia de jejuno alégeno. O acesso escolhido deveu-se ao fato de que o ramo
bucal dorsal do nervo facial passa lateralmente ao musculo masseter dirigindo-se
rostralmente e terminando na musculatura da regido nasal lateral (EVANS,
CHRISTENSEN, 1979).
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Para anastomose de nervos ciaticos de ratos (CATALTEPE et al., 1999;
ALDINI et al., 2000; MARTINS et al., 2005) e do ramo bucal dorsal do nervo facial de
coelhos (VASCONCELOS, GAY-ESCODA, 2000; DOURADO JR., VALMASEDA-
CASTELLON, GAY-SCODA, 2004), foi utilizado o fio de nailon monofilamentoso 10-
0. Os autores referiram aos bons resultados obtidos na utilizagdo do fio de néilon no
reparo de nervos periféricos. Porém, nao apresentaram comentarios sobre
avaliagOes histologicas relacionadas a reagdo ao fio. Em ambos os grupos deste
experimento, foram notadas células gigantes ao redor dos pontos de sutura, sendo
verificada em maior quantidade nos animais do grupo | (tratado). Observacdes
também verificadas por Menovsky e Beek (2001) na neurorrafia epineural do nervo
ciatico de ratos com fio de &cido poliglicolico 10-0. Possivelmente, o tipo de fio
escolhido e o enxerto alégeno estimularam reagédo de corpo estranho caracterizada
com presenca de células gigantes.

Para coaptacéo dos cotos neurais do ramo bucal dorsal do nervo facial dos
animais dos dois grupos, foram aplicados quatro pontos simples equidistantes no
epineuro. Em cada ponto de sutura foi deixado uma ponta longa para facilitar a
rotacdo do nervo em torno do seu proprio eixo (Figura 2), semelhante a técnica
descrita por Shores (2005). O método permitiu, durante a sintese, boa visualizagdo
da face medial do nervo e evitou manipulacdo excessiva com instrumentos
cirurgicos. Na literatura consultada, ndo houve analogia em relagdo ao numero de
pontos empregados para sutura epineural do ramo bucal dorsal do nervo facial de
coelhos. Vasconcelos e Gay-Escoda (2000) utilizaram somente dois pontos e
Dourado Jr., Valmaseda-Castellén e Gay-Scoda (2004) de quatro a seis pontos,
simples separados e equidistantes. A falta de unanimidade quanto ao numero de
pontos empregados pode estar relacionado a reagédo de corpo estranho que pode
ocasionar desorganizacdo das fibras neurais, como referido por Torres, Graca e
Farias (2003). Na anastomose término-terminal dos cotos neurais com quatro pontos
de sutura, empregada nesta pesquisa, os achados histoldégicos foram semelhantes
nos coelhos dos dois grupos.

O tubo-guia de fragmento intestinal de jejuno alégeno desprovido do epitélio e
lamina propria da tunica mucosa foi implantado no ramo bucal dorsal do nervo facial

com a tunica serosa do enxerto em contato com o nervo. O método teve como
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objetivo favorecer a vedacdo da anastomose epineural do tecido conjuntivo.
Procedimento também adotado por Mota et al. (2003b) no reparo do diafragma de
caes, sendo verificado aderéncia da camada serosa do enxerto ao pulmdo. Nos
coelhos do grupo | e em todos os periodos de avaliacdo, notou-se, histologicamente,
invasao de tecido conjuntivo e aderéncia dos tecidos adjacentes com o tubo-guia. A
tunica serosa do fragmento de jejuno foi identificada com a sua camada de tecido
conjuntivo, porém sem o mesotélio. Esta camada, por ser composta de epitélio
simples pavimentoso, poderia ter dificultado a entrada de tecido conjuntivo. A
auséncia do mesotélio pode ter ocorrido devido a sua fragilidade na manipulagéao do
enxerto ou pela reagéo inflamatoria verificada no tubo. Portanto, o tecido conjuntivo
da serosa ndo foi capaz de impedir a infiltracdo de células inflamatérias na
anastomose neural.

Neste estudo, o implante de segmento tubular de jejuno foi padronizado com
extensdo longitudinal de 8,0mm. Entretanto, foram empregados diferentes
comprimentos de tubo-guia como de 8,0mm de celulose no reparo de nervos ciaticos
de caes (TORRES, GRACA, FARIAS, 2003), 10,0mm de quitosana (YANG et al.,
2004) e 14,0mm de silicone (BRANDT, DAHLIN, LUNDBORG, 1999) em nervos
ciaticos de ratos. Apesar das dimensdes dos tubos-guia diferirem na literatura
consultada, o comprimento do enxerto alégeno utilizado neste trabalho foi suficiente
para cobrir a area de anastomose neural.

As condutas pré-operatérias e pos-operatdérias com administracdo do
antibiotico enrofloxacina e do antiinflamatério cetoprofeno e curativos diarios foram
suficientes em evitar complicagdes no local da intervencao dos animais do grupo | e
Il. Foram observados sinais clinicos de inflamagéo evidentes somente até o terceiro
dia de PO nos coelhos dos grupos tratado e controle. A manifestacéo inflamatéria foi
provavelmente devido aos efeitos sistémicos do antiinflamatério empregado nesse
estudo. Neste periodo, os animais dos dois grupos foram submetidos ao teste de
sensibilidade do fechamento das palpebras para avaliagdo da resposta motora ao
reflexo de piscar e foi observada a auséncia do reflexo. Ao sétimo dia de PO, foi
verificado que 17 coelhos (94,44%) do grupo controle e 15 (83,33%) do grupo
tratado obtiveram retorno da resposta motora. Choi e Raisman (2003) notaram

auséncia ao reflexo de piscar até a terceira semana apos seccao do nervo facial
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extracranial de ratos com implante de nervo ciatico de camundongos. Neste
trabalho, o aumento de volume na regido massetérica ocasionada pela reacéao
inflamatoéria pode ter comprimido o nervo auriculopalpebral que € ramo do nervo
facial que impediu o reflexo de piscar. Nao foram observados sintomas de
contaminagdo como abscessos ou deiscéncia de sutura nos animais de ambos o0s
grupos. Fato devido a anti-sepsia e assepsia, aos cuidados na coleta, preparacao e
conservagdo do enxerto em glicerina a 98% (ALVARENGA, 1992) e a
antibioticoterapia pré e pds-operatéria.

A partir do primeiro dia de PO, os animais dos grupos | e Il apresentaram
remissao dos movimentos dos musculos orbicular da boca e da regido nasal lateral.
Alteracbes que foram devidas a seccado dos ramos bucais dorsais do nervo facial
(SLATER, 2001). Em ambos os grupos foi verificado retorno parcial da
movimentacdo do labio superior a partir da oitava semana em quatro animais
(66,67%) do grupo tratado e do grupo controle, sem que fosse notada dificuldade na
apreensao das racoes peletizadas. A técnica de neurorrafia epineural empregada
neste trabalho foi devida a sua praticidade, com pouca manipulacdo de tecidos
neurais e ao menor periodo de tempo necessario para a intervencao cirurgica
(DOURADO et al., 2003; SHORES, 2005). O retorno funcional da movimentagéo do
labio superior sugere que a neurorrafia isolada e associada ao enxerto tubular de
jejuno alégeno permitiu a reparacao de fibras neurais do ramo bucal dorsal do nervo
facial, que foi confirmado histologicamente.

A secrec¢ao nasal foi notada até a segunda semana de PO no grupo controle e
no grupo tratado (Figura 4). Houve diferencga significativa entre o grupo | e Il apenas
na segunda semana de avaliacdo. Neste periodo, 16 animais (88,89%) do grupo
tratado e 10 (55,6%) do grupo controle apresentaram secre¢do nasal. Em um animal
do grupo tratado verificou-se secrecdo nasal até a oitava semana. A secrecdo
deveu-se, possivelmente, em consequéncia da perda da tonicidade da regido nasal
lateral, que contribuiu para a inalagédo de particulas da ragdo durante a alimentagao.
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Figura 4. Coelho da raca Nova Zelandia submetido a neurorrafia epineural do ramo bucal dorsal do
nervo facial com implante de tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 7 dias de PO.
Observar intensa secrecdo nasal (seta preta) e local da abordagem cirdrgica com pontos de
sutura de pele (seta azul).

Nos coelhos de ambos os grupos aos 15, 30 e 60 dias de PO, foi verificada
macroscopicamente, aderéncia fibrosa com os tecidos adjacentes. Que tornou
necessdaria sua remocao para localizacao e avaliacdo da coaptacdo dos cotos do
ramo bucal dorsal do nervo facial (Figura 5 e 6). A aderéncia foi mais intensa no
segmento intestinal alégeno (Figura 5) em relagdo ao grupo controle que se
apresentava na area de coaptagao (Figura 6). Diferente de Ferreira, Stopiglia e Silva
(2002) que nao encontraram aderéncias ao redor do tubo-guia de silicone no reparo
do nervo digital palmar de equinos. A maior aderéncia nos coelhos do grupo tratado
foi devido ao implante de jejuno alégeno ter estimulado a producao e deposicao de
tecido conjuntivo.

Aos 15 dias de PO, foi encontrada maior deposicao de fibras colagenas na
area de coaptagao entre os cotos neurais nos coelhos do grupo tratado do que na do
grupo controle. Nos dois grupos ocorreu desvio do sentido das fibras colagenas,
principalmente no local do fio de sutura e interrupg¢ao pelo tecido conjuntivo (Figura
7). Achados condizentes com os referidos por Torres, Graca e Faria (2003), no
reparo de nervo ciatico de caes com neurorrafia epineural. A maior deposicdo de
fibras colagenas nos animais do grupo tratado foi devido ao enxerto aldgeno somado
a presenca do fio de sutura que estimulou a producgéo de tecido conjuntivo. Nos do
grupo | foi verificado em trés animais (50%) fibras colagenas com orientacéo difusa e
em trés (50%), interrupcao pelo tecido conjuntivo.
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Figura 5. Aspecto macroscépico do ramo bucal do nervo facial no grupo tratado em coelho da raga
Nova Zelandia aos 15 (A), 30 (B) e 60 (C) dias de pds-operatério. Nota-se aderéncia dos
tecidos adjacentes (TA) com o tubo-guia intestinal de jejuno al6geno (setas).

Figura 6. Aspecto macroscépico do ramo bucal do nervo facial no grupo controle em coelho da raca
Nova Zelandia aos 15 (A), 30 (B) e 60 (C) dias de pés-operatério. Nota-se aderéncia dos
tecidos adjacentes (TA) na area de coaptagao dos cotos proximal e distal (setas).

Nos do grupo controle, foi observado em dois coelhos (33,33%) fibras com
orientacao difusa, em dois (33,33%) com dire¢do cruzada e em dois (33,33%) com
interrupgéo pelo tecido conjuntivo (Tabela 3). Esses achados ndo diferiram
significativamente entre o grupo tratado e controle (p= 0,1519), Tabela 4, entretanto,
0s animais do grupo | encontravam-se visualmente com maior deposi¢cdo de
colageno. Os resultados indicaram que as fibras colagenas, em ambos os grupos,
apresentavam-se com tendéncia a desviar-se do local de coaptacdo, devido a
proliferagdo do tecido conjuntivo proporcionado pelo enxerto e pelo fio de sutura.
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Figura 7. Fotomicrografia da reparagao do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho da ragca Nova
Zelandia com tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 15 dias de PO. Notam-se fibras
colagenas interrompidas (seta preta), deposi¢cdo de tecido conjuntivo (seta azul) e desvio
das fibras pelo fio de sutura (seta vermelha). Coloragdo em Picro-sirius Red. (Barra =
100um).

Tabela 3. Escores atribuidos ao parametro de orientagéo de fibras colagenas aos 15, 30 e
60 dias de PO do grupo tratado e controle de coelhos da raga Nova Zelandia.

ESCORES

DIAS ANIMAIS
Grupo tratado Grupo controle

01
02
03
04
05
06
01
02
03
04
05
06
01
02
03
04
05
06

0 = realinhadas. 1 = cruzadas. 2 = difusas. 3 = interrompidas pelo tecido conjuntivo.

15

30

60
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Tabela 4. Valores de “p” (coeficiente de probabilidade) obtidos para os parémetros
histolégicos de reacdo inflamatéria, orientacdo de fibras colagenas e

degeneracéao de fibras neurais entre o grupo tratado e controle aos 15, 30 e 60
dias de PO de coelhos da raga Nova Zelandia.

PARAMETROS AVALIADOS p*
Reacéo inflamatoria 0,088"™
Orientagéo de fibras coldgenas 0,1519™
Degeneracao de fibras neurais 0,1519"

* = Teste de Wilcoxon. "™ = n&o significativo

Em ambos os grupos, aos 15 dias de PO, foi constatada formacdo de
granulomas ao redor dos fios de sutura e predominio de heterdfilos e células
gigantes (Figura 8). No grupo I, em trés animais (50%), a resposta inflamatéria foi
intensa (Figura 9) e moderada em trés (50%). No grupo controle, em dois animais
(33,33%) foi intensa, em dois (33,33%), moderada e em dois (33,33%), discreta
(Tabela 5). Apesar de nao diferirem significativamente (p = 0,088) entre os grupos | e

Il (Tabela 4), a reagao inflamatéria foi mais acentuada no grupo tratado.

Figura 8. Fotomicrografia da reparagdo do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho da raga Nova
Zelandia com tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 15 dias de PO. Nota-se intensa
reacdo inflamatéria com formagéo de granulomas (seta preta), heteréfilos (seta vermelha) e
células gigantes (seta azul). Coloragdo em HE. (Barra = 100um).
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Figura 9. Fotomicrografia da reparagdo do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho da raga Nova
Zelandia com tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 15 dias de PO. Nota-se intensa
reacdo inflamatéria com predominio de heteréfilos (seta preta) e células gigantes (seta
azul). Coloragdo em HE. (Barra = 100um).

Tabela 5. Escores atribuidos ao parametro de reacao inflamatéria aos 15, 30 e 60 de PO
nos coelhos do grupo tratado e controle de coelhos da raga Nova Zelandia.

ESCORES
DIAS ANIMAIS
Grupo tratado Grupo controle
01 3 3
02 2 2
03 2 2
15 04 3 1
05 2 1
06 3 3
01 3 3
02 3 2
03 2 1
30 04 2 1
05 2 2
06 3 1
01 1 1
02 1 0
03 2 0
60 04 2 0
05 2 1
06 1 0

0= ausente. 1= presenga discreta. 2= presenga moderada. 3= presenga intensa.

Dados semelhantes foram encontrados no reparo de nervo ciatico de ratos
com sutura epineural (MENOVSKY e BEEK, 2001), em nervo ciatico de caes com



23

celulose liofilizada (MELLO et al., 2001) e de nervo facial de ratos com tubo-guia de
nervo ciatico de camundongos (CHOI e RAISMAN, 2003). A resposta inflamatoria
caracterizada por granulomas e células gigantes, observada nos dois grupos deste
eperimento, foi devido a reacdo de corpo estranho ao fio de sutura utilizado para
anastomose neural. A maior intensidade de infiltrados celulares e células gigantes
no grupo tratado deveu-se a reacao do organismo ao material al6geno e ao fio.

Sob avaliagdo comparativa dos parametros de degeneragdo e regeneragao
neural dos cotos proximal e distal aos 15 dias de PO, ndo houve diferenga
significativa entre os grupos tratado e controle (p = 0,1519), Tabela 6. Nos animais
dos grupos | e Il, o coto distal apresentava-se em processo de degeneragao
walleriana discreta, mantendo a integridade estrutural dos fasciculos, hiperplasia das
células de Schwann e, no interior dessas células, presenga de vacuolos contendo

goticulas de gordura (Figura 10).

Tabela 6. Escores atribuidos ao parametro de degeneracao a regeneracao do coto distal
aos 15, 30 e 60 dias de PO do grupo tratado e controle de coelhos da raca Nova
Zelandia.

ESCORES

DIAS ANIMAIS
Grupo tratado Grupo controle

01
02
03
04
05
06
01
02
03
04
05
06
01
02
03
04
05
06

0 = discreta degeneragdo. 1 = moderada hiperplasia das células de Schwann.
2 = intensa proliferagao de células de Schwann. 3 = fibras axonais regeneradas.

15

30

60
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Figura 10. Fotomicrografia da reparagéo do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho da raga Nova
Zelandia com tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 15 dias de PO. Nota-se discreta
degeneragao com hiperplasia das células de Schwann (seta vermelha) em A e presencga
de vacuolos (seta preta) em A e B. Coloragdo em HE. (Barra = 100um).

Caracteristicas também encontradas neste periodo por Mostafa e Samir
(1998) no reparo de nervos faciais de suinos com redirecionamento posterior do
nervo facial e por Fujimoto et al. (2006) em nervos ciaticos de ratos com nervos
intercostais xeno6genos. De acordo com Snell (1985) e Navarro et al. (2001), durante
a degeneracédo walleriana, os axénios do coto distal sdo fragmentados e fagocitados
por células de Schwann e por macréfagos teciduais. Essas células também
fagocitam a bainha de mielina, fragmentando-as a goticulas de gordura.
Seguidamente, as células de Schwann proliferam rapidamente e se dispdem em
corddes paralelos na membrana basal persistente, como observados em ambos os
grupos deste estudo. A degeneracdo walleriana observada neste periodo de
avaliagdo criou um microambiente distal a area de lesdo, sendo favoravel ao
crescimento axonal dos neurbnios sobreviventes. Os vacuolos encontrados
deveram-se a fragmentacao da bainha de mielina, favorecendo a regeneracao e o
crescimento axonal.

Aos 30 dias de PO, no grupo tratado, foi verificado em trés coelhos (50%)
fibras interrompidas pelo tecido conjuntivo (Figura 11) e em dois (33,33%) com
orientacdo difusa. Em um animal (16,67%) houve perda do material durante o

processamento histolégico.



25

Figura 11. Fotomicrografia da reparagao do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho da raga Nova
Zelandia com tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 30 dias de PO. Notam-se fibras
colagenas interrrompidas (seta preta) por deposigdo de tecido conjuntivo (seta azul).
Coloracao em Picro-sirius Red. (Barra = 100um).

No grupo controle, foi verificado em um coelho (16,67%) com fibras
interrompidas pelo tecido conjuntivo, trés (50%) com orientacdo cruzada e em dois
(33,33%) com orientacdo difusa (Tabela 3). Em ambos os grupos foi identificado
fibrose no local dos pontos. Resultados também identificados por Menovsky e Beek
(2001) no reparo de nervos ciaticos de ratos com sutura epineural. Esses achados
indicaram que houve maior produgdo de tecido conjuntivo nos animais do grupo
tratado, causando desorientacao das fibras colagenas e interrupcdo do crescimento
das fibras neurais pelo tecido conjuntivo. A intensa proliferagdo de tecido conjuntivo
verificado no local da anastomose neural nos coelhos do grupo | foi devida a maior
quantidade de pontos de sutura no local do enxerto. Por sua vez, o material de
sutura utilizado levou a reacao do tipo corpo estranho com consequente fibrose no
local dos pontos.

Neste periodo de avaliacao foi verificada nos coelhos dos dois grupos, reacao
inflamatéria com formacdo de granulomas, predominio de heteréfilos, e células
gigantes. Nos do grupo tratado, foi moderada em trés animais (50%) e intensa em
trés (50%). Nos do grupo controle, a presenca de células inflamatérias foi discreta
em trés coelhos (50%), moderada em dois (33,33%) e intensa em um (16,67%)
(Tabela 5). Dados semelhantes também foram constatados por Choi e Raisman
(2003) no reparo de nervo facial de ratos com tubo-guia de nervo ciatico de
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camundongos € por Fujimoto (2006) na restauracao de nervo ciatico de ratos com
nervo intercostal xendégeno. Embora ndo significativo (p= 0,088), os infiltrados
celulares com maior intensidade no grupo tratado foram devidos a reacdo do
organismo ao material alégeno e ao fio de sutura (Tabela 4).

Os cotos distais dos dois grupos, aos 30 dias de PO, encontravam-se na fase
de degeneracao walleriana com intensa proliferacao das células de Schwann. O que
ocasionou a formacado de uma massa tecidual densa e o perineuro encontrava-se
esfacelado (Figura 12), Tabela 6. Observacdes coincidentes com as referidas por
Aldini et al. (2000) na regeneracao de nervos ciaticos de ratos com tubo-guia de co-
polimero acido latico e acido carpréico. Assim como referido por Oble et al. (2004)
na restauragéo do nervo mandibular com tiroxina e espermidina de ratos e Costa et
al. (2006) na recuperacao pds-compressao do nervo facial de coelhos.
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Figura 12. Fotomicrografia da reparagéo do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho da raca Nova
Zelandia com tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 30 dias de PO. Nota-se intensa
degeneragdo walleriana com proliferagdo das células de Schwann (seta preta) e
esfacelamento do perineuro (seta vermelha). Coloragéao em HE. (Barra= 100 um).

Os resultados obtidos aos 30 dias de PO referem-se a fase de degeneracao
walleriana onde as células de Schwann encontravam-se em intensa proliferacao e as
bainhas de tecido conjuntivo sdo reparadas por fibroblastos (CORMACK, 1991).
Conforme Hashimoto et al. (2005), as células de Schwann proporcionam melhor
efeito de arcabougo para axbénios em regeneragdo. Esta fase de degeneragéo,
caracterizada principalmente pela proliferagcdo de células de Schwann, deve ter sido
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necessaria para promover orientagcdo das fibras axonais e conseqiente reparacao
do nervo lesado.

Aos 60 dias de PO, no grupo tratado, trés animais (50%) apresentaram fibras
colagenas com orientacdo cruzada (Figura 13) e trés (50%), interrompidas pelo
tecido conjuntivo. No grupo controle, trés coelhos (50%) encontravam-se com fibras
difusas e trés (50%) cruzadas (Tabela 3). Resultados semelhantes foram
observados por Brandt, Dahlin e Lundborg (1999) no reparo de nervo ciatico de ratos
com tendao autélogo.
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Figura 13. Fotomicrografia da reparagao do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho da raga Nova
Zelandia com tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 60 dias de PO. Notam-se fibras
colagenas com orientagdo cruzada (seta preta) e deposi¢cdo de tecido conjuntivo (seta
azul). Coloragao em Picro-sirius Red. (Barra = 100um).

Neste experimento, a melhor orientacao das fibras colagenas observadas aos
60 dias em relagcdo aos 15 e 30 dias de PO, deveu-se ao decréscimo do processo
inflamatoério. No grupo tratado, trés coelhos (50%) apresentavam-se com presenca
moderada de células inflamatérias e discreta em trés (50%). No grupo controle, em
quatro animais (66,67%) foi ausente e discreta em dois (33,33%). Fato também
verificado por Mello et al. (2001) no reparo de nervos ciaticos de caes com tubo-guia
de celulose liofilizada. Assim como por Tetik et al. (2002) em nervo ciatico de ratos
com sutura epineural e por Yang et al. (2007) em nervos ciaticos de ratos com tubo-
guia de fibras de seda. O decréscimo da reacdo inflamatéria favoreceu a
organizacao do tecido conjuntivo e reparagao neural. Foram verificadas dispersas

fibras regeneradas no grupo tratado (Figura 14) e controle (Tabela 6). Resultados
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semelhantes foram encontrados no reparo de nervos ciaticos de ratos com tubo-guia
de polifosfazene (ALDINI et al., 2000), em nervos medianos de ratos com musculo
autélogo (BERTELLI et al., 2005) e em nervos ciaticos de ratos com queratina
derivado de fio de cabelo humano (SIERPINSKI et al., 2008). Esses achados
encontram-se relacionados ao inicio da fase regenerativa da reparagdo neural.
Segundo Ross e Rowrell (1993), as fibras neurais possuem aspecto caracteristico
quando vistas em corte transversal. Cada fibra apresenta um axénio em posi¢ao
central, circundado por um espaco de mielina no qual pode ser retido algum
precipitado em disposicdo radial. Externamente ao espago de mielina, pode ser
observado um halo citoplasmatico delgado, o neurilema. Aspecto encontrado no
grupo | e Il neste periodo de avaliagdo. As fibras neurais reparadas comprovaram o
inicio da reparagdo neural do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho com
emprego de neurorrafia isolada e associada a segmento intestinal de jejuno tubular
alégeno. A regeneracdo deveu-se a anastomose término-terminal empregada no

grupo tratado e controle.
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Figura 14. Fotomicrografia da reparagéo do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho da raga Nova
Zelandia com tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 60 dias de PO. Notam-se discretas
fibras regeneradas (setas). Coloragdo em HE. (Barra = 100um).

Os tubos com composi¢cdo predominante de colageno, como o enxerto
alégeno utilizado neste experimento, permite a infiltracdo de células reparativas,
macréfagos e fibroblastos na fase inicial, o que contribuem para formacao de
reparacao viavel (NAVARRO et al., 2001). Neste experimento, optou-se por tubo de

segmento de jejuno alégeno de coelhos para minimizar reacdo de corpo estranho,
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no entanto, foi confirmada intensa quantidade de células gigantes aos 15 (Figura 15)
e 30 dias de PO (Figura 16) nos animais do grupo tratado.

Figura 15. Fotomicrografia da reparagéo do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho da raca Nova
Zelandia com tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 15 dias de PO. Nota-se no enxerto
intensa reagao inflamatéria com granulomas (seta azul) ao redor do fio e proliferagéo de
tecido conjuntivo ao redor do tubo (seta preta). Coloragdo em HE. (Barra= 100um).

Figura 16. Fotomicrografia da reparagdo do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho da raca Nova
Zelandia com tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 30 dias de PO. Notam-se no
enxerto granulomas (seta azul) ao redor do fio e fibrose (seta preta). Coloragdo em HE.

(Barra = 100um).

A reacao de corpo estranho também foi constatada por Aldini et al. (2000) no
reparo de nervo ciatico de ratos com tubo-guia de acido latico e caprolactone.
Apesar da infiltracdo de células inflamatérias e existéncia de células gigantes na
anastomose neural, ndo houve sinais de rejeicdo do enxerto. A propriedade
antigénica da glicerina a 98% (ALVARENGA, 1992), utilizada como meio de
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conservagao do material alégeno deste experimento, pode ter evitado a rejeicao do
implante. A permeabilidade do tubo-guia provavelmente favoreceu a infiltracdo das
células inflamatérias e a existéncia do enxerto induziu reacao tipo corpo estranho.
Sob avaliacdo microscépica do tubo-guia alégeno nos animais do grupo | foi
constatado que, aos 15 dias de PO, houve aparente integracédo de fibras colagenas
do segmento intestinal as do tecido conjuntivo e presenca intensa de heteréfilos e
células gigantes (Figura 15). Aos 30 dias de PO, a quantidade de células
inflamatoérias decresceu consideravelmente (Figura 16). A presenca maior de
infiltrados celulares aos 15 dias de PO do que aos 30 dias pode ter sido devido a
neovascularizagao mais ativa neste periodo (YANG et al., 2004). Verificou-se ainda,
fibrose desorganizada com fibras colagenas do tubo entremeadas ao tecido
conjuntivo, dificultando a diferenciagéo entre fibras colagenas do enxerto e do tecido
conjuntivo. Aos 60 dias de PO, foi notada melhor reorganizacao das fibras colagenas
no local do tubo e aparente diminuicdo do tecido fibroso (Figura 17). Observac¢des
similares foram encontradas com emprego de tubo-guia elaborados com tendao
autélogo (BRANDT, DAHLIN e LUNDBORG, 1999), polifosfazene (ALDINI et al,
2000) e quitosana (YANG et al., 2004) no reparo de nervos cidticos de ratos. Os
resultados indicaram que o segmento intestinal alégeno conservado em glicerina a
98% foi progressivamente substituido por tecido conjuntivo denso, caracterizando o

processo cicatricial.

"\

Figura 17. Fotomicrografia da reparagédo do ramo bucal dorsal do nervo facial de coelho da raga Nova
Zelandia com tubo-guia intestinal de jejuno alégeno aos 60 dias de PO. Nota-se tecido
conjuntivo organizado (seta preta) formado ao redor do enxerto (seta azul). Coloragdo em
HE. (Barra = 100um).
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V. CONCLUSOES

O tubo-guia de segmento intestinal de jejuno alégeno, desprovido de epitélio e
lamina prépria da tunica mucosa, associado a sutura epineural, induziu a
proliferagdo de tecido conjuntivo na coaptagao e entre os cotos neurais.

A reparacao do ramo bucal dorsal do nervo facial com o tubo-guia, associado
a sutura epineural, néo foi significativamente diferente do grupo controle, quanto

a avaliacao de recuperacao funcional e histologica.

VI. MATERIAIS DA PESQUISA

? Riodeine 1% topico. Industria Rioquimica, Sdo José do Rio Preto, SP. Brasil.

® Glicerina 98%. Industria Rioquimica, Sao José do Rio Preto, SP. Brasil.

° Ragdo Animal Guabi. Guabi. Campinas, SP. Brasil.

4 Tramal 50. Laboratério Pfizer. Guarulhos, SP. Brasil.

® Flotril 10%. IndUstria Quimica e Farmacéutica Schering-Plought. Rio de Janeiro, RJ. Brasil.
"Ketofen 10%. Industria Merial Satide Animal. Laboratério Plamec. Campinas, SP. Brasil.
9 Dopalen. Industria AGRIBANDS do Brasil. Paulinia, SP. Brasil.

"Virbaxyl 2%. IVirbac. Laboridine, Glicobar Industria Farmacéutica. Sao Paulo, SP. Brasil.
i Microscoépico 1902. D.F. Vasconcellos. Sao Paulo, SP. Brasil.

'Mononylon 10-0. Ethicon. Johnson & Johnson. Sdo José do Rio Preto, SP. Brasil.

k Catgut cromado 10-0. Ethicon. Johnson & Johnson. Sao José do Rio Preto, SP. Brasil.

! Mononylon 4-0. Ethicon. Johnson & Johnson. Sao José do Rio Preto, SP. Brasil.

™ Microscoépio binocular BX40. Olympus-Shinjuku-ku. Tokyo. Japao.

" Camera OLY 2000. Olympus — Center Valley, PA. Estados Unidos.

°HL Image. Western Vision — Salt Lake City, Utah. Estados Unidos.

P Placa digitalizadora Data Translation 3153 — Malboro, MA. Estados Unidos.
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