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Resumo

Estimular a regeneracao do nervo facial é ainda hoje um
desafio. Objetivo: Estudar a possivel influéncia neurotréfica
do nucleotideo ciclico adenosina monofosfato (AMPc) na
regeneracao do nervo facial de ratos Wistar. Método: Trinta
e dois animais foram submetidos a transec¢io completa
com sutura imediata do nervo facial direito, sendo divididos
em expostos ou nao expostos a aplicacdo topica de AMPc,
com andlises comportamentais (movimentacao de vibrissas
e fechamento da rima palpebral) e histométrica (contagem
de fibras mielinizadas) em dois periodos, 14 e 28 dias ap6s
a lesao. Resultado: Encontramos diferencas estatisticas
(p<0,05) nas anilises comportamental e histométrica no 14°
dia, sugerindo uma precocidade na regeneracio do nervo
facial exposto ao AMPc. Conclusio: Nosso estudo constatou
uma possivel acao neurotréfica do AMPc na regeneracao do
nervo facial em ratos.

Influence of cyclic AMP on
facial nerve regeneration in rats

Palavras-chave: amp ciclico, histologia, nervo facial, rato,
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Summary

P romoting facial nerve regeneration is a significant
challenge. Aim: To evaluate the possible neurotrophic
influence of cyclic AMP on facial nerve regeneration of Wistar
rats. Method: The right facial nerve of thirty-two animals were
completely transected and immediately sutured, followed
by exposure or not to topical cyclic AMP. Behavioral and
histometric analyses were done at 14 and 28 days. Results:
Statistical differences (p<0.05) were found in the behavioral
and histometric analyses on the 14th day, suggesting an early
regenerative response of the facial nerve to cAMP exposure.
Conclusion: This study demonstrates a possible neurotrophic
effect of cCAMP on facial nerve regeneration in rats.

'Mestre em otorrinolaringologia, pés-graduando Doutorado.
“Mestre em otorrinolaringologia, pos-graduando Doutorado.

JBidlogo e doutor em bioquimica, pesquisador cientifico do Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan.
‘Doutor em otorrinolaringologia, professor adjunto da disciplina de otorrinolaringologia da UNIFESP/EPM.
“Professor livre-docente, professor afiliado da disciplina de otorrinolaringologia da UNIFESP/EPM.
‘Professor livre-docente, professor da disciplina de otorrinolaringologia da UNIFESP/EPM.
Departamento de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoco da Universidade Federal de Sao Paulo.
Endereco para correspondéncia: Andrei Borin Rua Loefgreen 1587 apto 152 Sao Paulo SP 04040-032.
E-mail: andreiborin@hotmail.com
Este artigo foi submetido no SGP (Sistema de Gestao de Publicacoes) da RBORL em 18 de abril de 2007. cod. 4460.
Artigo aceito em 4 de agosto de 2007.

REvISTA BRASILEIRA DE OTORRINOLARINGOLOGIA 74 (5) SeTEMBRO/OUTUBRO 2008
http://www.rborl.org.br / e-mail: revista@aborlccf.org.br

675



INTRODUCAO

O famoso livro de anatomia humana Gardner/
Gray/O’Rahilly define que a mimica facial € exercida por 22
grupos musculares derivados do segundo arco branquial’.
Todos esses musculos sdo inervados pela divisao motora
do 72 nervo craniano, o facial. A lesao deste nervo acarreta
disfun¢des multiplas, com impacto cosmético, funcional e
psicologico nas pessoas acometidas®*.

Ja na Segunda Grande Guerra do século XX surgi-
ram as primeiras tentativas de se otimizar a regeneracao
de nervos submetidos a sutura, com o uso da sulfonamida
topica no sitio de lesao’. Em 1951, Levi-Montalcini e Ham-
burger6 observaram que alguns tumores eram capazes de
induzir o crescimento exacerbado de nervos periféricos,
sugerindo que os mesmos deveriam produzir substancias
endogenas para tal. Desde entio, lesdes controladas de
nervos sao utilizadas em paradigmas experimentais para
se estudar o efeito de diversos fatores fisicos, quimicos e
biologicos sobre a sua regeneracao. Heifti, em 1994, de-
finiu como fatores neurotréficos as proteinas capazes de
regular a sobrevida e a diferenciacio de células neurais,
o desenvolvimento e a manutencio da integridade do
sistema nervoso e a plasticidade neuronal’. Atualmente
esta definicio estd sendo ampliada, uma vez que nao
s6 proteinas exercem estas fungoes, mas se reconhecem
outras propriedades destes fatores, como a estimulacao
do crescimento neural, o auxilio na ramificacao nervosa,
a inducao do anabolismo neuronal e a modulacio da
neurotransmissao e da condutibilidade elétrica®.

O nucleotideo ciclico adenosina monofosfato
(AMPo), formado pela adenilato ciclase e degradado
pela fosfodiesterase, estd presente em todas as células
eucariotas9, e € considerado hoje a principal molécula
que atua como mensageiro intracelular para diversos es-
timulos celulares”!’. Desde 1955, quando iniciaram se as
pesquisas sobre o efeito do glucagon em hepatdcitos',
este nucleotideo intracelular vem sendo responsabilizado
por uma série de eventos, desde o controle do tono e
inotropismo cardiacos'? até a maturacao de cé€lulas ova-
rianas e a secrecao enddcrina de células adrenais®. Tem-
se também correlacionado esta molécula a resisténcia ou
susceptibilidade de células tumorais a quimioterapicos'®",
sendo sua manipulacio um dos caminhos promissores
para otimizar o tratamento de diversos tipos de neoplasias.
Tradicionalmente na cultura hindu, o uso da erva Coleus
forskohlii € indicado para insonia, convulsio e doencas
cardiacas, sendo sua atuacao farmacoldgica explicada
através do estimulo da adenilato ciclase' pelo alcaloide
forskolina presente nesta planta.

Diversos estudos vém esclarecendo o papel do
AMPc no sistema neurolégico. Clinicamente, esta envolvi-
do no crescimento de tumores como astrocitomas, ependi-
momas e adenomas hipofisarios'” e na expressao protéica

de neurdnios de pacientes com doenca de Alzheimer'®,
entre outros. Um possivel papel neurotréfico do AMPc
baseia-se em trabalhos utilizando culturas de células, nos
quais foi detectado que este nucleotideo influencia desde
a sobrevida e diferenciacao neuronal de “PC 12 cells”!*%
até a producio de mielina por células de Schwann*#.
Incluem-se também o estabelecimento de sinapses inter-
neuronais® e o nivel de atividade de células gliais®. Em
animais, parece estar ligado a capacidade de resisténcia a
hipoxia dos neurdnios das tartarugas durante mergulhos
prolongados? e também a extrema capacidade de regene-
racio da medula espinal de peixes®. Em ratos, na década
de 70 do século passado, foi testado na recuperacao de
nervos cidticos, mas com resultados conflitantes®°. Na
década de 80, novos resultados promissores na recupe-
racio de nervos cidticos sao oferecidos pela literatura®32,
Nio encontramos, entretanto, trabalhos na literatura que
avaliem a influéncia do AMPc na regeneracio de nervos
faciais de mamiferos, sendo nossa proposta de trabalho
estudd-la.

METODO

O projeto de pesquisa deste estudo foi avaliado
e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa de nossa
Instituicao sob o nimero 1708/05. Foram utilizados ratos
Wistar, com peso entre 200 e 240g, machos, mantidos em
gaiolas adequadas, em sala climatizada e sob ciclo claro-
escuro de 12 horas, com livre acesso a dgua e alimento.
Neste estudo foram confeccionados 4 grupos experimen-
tais animais: “AMPc 14D”: transecc¢io completa do tronco
do nervo facial direito, sutura imediata e exposicio do
sitio de lesio ao AMPc, com sacrificio em 14 dias; “CTRL
14D”: a mesma lesio com exposicao a Ringer-lactato (RL)
e sacrificio em 14 dias; “AMPc 28D”: a mesma lesio com
exposicio ao AMPc e sacrificio em 28 dias; e “CTRL 28D”:
a mesma lesao com exposicio a RL e sacrificio em 28
dias. A cirurgia inicial para realizar a transeccao e sutura
do tronco do nervo facial direito obedeceu a descricio
do modelo experimental estabelecido por nosso grupo®.
Para a liberacao do AMPc junto ao sitio de sutura neural,
utilizamos bombas osmoticas (Alzet® Mini-osmotic Pump
model 2002) acopladas a cateter proprio de polietileno,
com um fluxo de 0,5pl/hora por 14 dias. Estas bombas
foram posicionadas no subcutineo dos animais na regiao
interescapular durante a cirurgia inicial, sendo a ponta do
cateter fixado com prolene 7-0 a aproximadamente 2mm
da sutura neural. Nos grupos expostos ao AMPc, a solu-
¢ao utilizada foi de dibutiril-AMPc 1mM do sal fabricado
pela Sigma® (“N6,2”-O-dibutiryladenosine 37:5 -cyclic
monophosphate”) diluido em RL. Nos demais grupos, as
bombas foram preenchidas apenas com RL.

Em dias alternados 2 cirurgia, até completar 14 ou
28 dias de acordo com o grupo em questio, os animais fo-
ram submetidos a observacao comportamental da mimica
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facial, levando-se em conta a movimentacao de vibrissas
e o fechamento da rima palpebral. As escalas para esta
observacio se encontram descritas em Borin et al.**, sendo
atribuidos de 0 a 5 pontos para cada quesito, com carater
evolutivo na recuperacao dos movimentos.

Ap6s 14 ou 28 dias, os animais foram sacrificados e
submetidos a uma nova disseccao do nervo facial direito
para a localizacao da sutura neural prévia, sendo retirado o
fragmento distal a sutura para andlise histolégica. Também
se realizou a retirada do tronco do nervo facial contrala-
teral (esquerdo) de todos os ratos, sendo enviados para
andlise histologica. O material para histologia e obtencao
de imagens digitalizadas da microscopia do nervo facial foi
processado no Centro de Microscopia Eletronica (CEME)
de nossa Instituiciao, seguindo protocolo previamente
descrito®. Para a andlise histologica qualitativa, as fotos
foram dispostas seqtiencialmente de acordo com o tempo
entre lesio e sacrificio do animal e exposi¢ao ou ndo ao
AMPc, sendo observada a presenca de fibras mielinizadas,
seu didmetro relativo e a uniformidade de sua distribuicao
no nervo. Para a andlise histolégica quantitativa (histomé-
trica), foi adotado o procedimento para a contagem de
fibras mielinizadas® dos troncos dos nervos faciais direito
e esquerdo de cada rato, obtendo ainda a razao direito/
esquerdo. Foi avaliada uma 4rea total de 6399,679um? por
nervo estudado.

A andlise estatistica dos dados baseou-se na combi-
nacao de dois eventos: intervencao (droga - administracao
ou nio de AMPc) e tempo (periodo - 14 ou 28 dias). Foram
analisados os dados obtidos para cada grupo quanto a:

1) pontuacio clinica da movimentacio das vibris-
sas;

2) pontuaciao clinica do fechamento da rima pal-
pebral;

3) contagem das fibras do nervo facial esquerdo;

4) contagem das fibras do nervo facial direito;

5) razao direito/esquerdo da contagem de fibras.
Para a andlise comparativa utilizamos o teste de andlise de
variancia (ANOVA), buscando detectar possiveis diferencas
nas médias dos grupos, seguido de um teste POST-HOC.
O nivel de significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

Foram submetidos a cirurgia inicial 32 animais,
sendo designados 8 para cada grupo experimental. Com
uma semana de pos-operatorio, observamos a ocorréncia
de uma formaciao tumoral amolecida envolvendo a bomba
osmotica de um animal do grupo AMPc, sendo este sacrifi-
cado e detectado a presenca de um processo inflamatério
encapsulado com contetdo purulento. Descartamos este
animal do estudo e submetemos mais um ao procedimento
cirargico, completando novamente 8 espécimes por grupo.
Utilizamos assim, 33 animais neste estudo.

Durante a realiza¢io da eutanasia, tivemos a impres-
sao subjetiva de uma maior “fibrose” durante a disseccio
do tronco facial direito nos animais do grupo AMPc 14D e
AMPc 28D. Além disso, seus nervos aparentemente apre-
sentavam um “maior didmetro”, sendo estas impressoes
subjetivas anotadas em suas fichas de observacao. Nao
encontramos dificuldades em localizar o local de sutura
epineural realizada anteriormente, retirando com seguran-
¢a o segmento distal 2 mesma em todos os animais.

Observaciao Comportamental

Observamos uma melhora da movimentacao das
vibrissas e do fechamento da rima palpebral em todos os
grupos. As médias (e desvios-padrao) da pontuacio cli-
nica estao expressas na Tabela 1, e os Grificos 1 e 2 sdo
apresentados trazendo o intervalo de confianc¢a da analise.
Notamos que, independentemente da exposicio ao AMPc,
os grupos sacrificados no 28° dia apresentaram resulta-
dos superiores aos sacrificados no 14°. Entre os grupos,
encontramos superioridade do AMPc 14D em relacdo ao
CTRL 14D no quesito fechamento da rima palpebral, mas
nao quanto a movimentacao de vibrissas.

Tabela 1. Pontuacéo clinica (média (desvio padrao)).

AMPc 14D CTRL 14D AMPc28D CTRL 28D

Movimentagéo 0,946 0,750 1 ,241 1 ,321
vibrissas (0,264) (0,148) (0,235) (0,273)
Fechamento 1,768 1,089 2,295 2,143
rima palpebral (0,540) (0,295) (0,436) (0,589)
3,0
2,5 1
2,0 4
——CTRL
1,5 1
—=—AMPc
1,0 1
0,5 1
0,0
14 dias 28 dias
Periodo

Grafico 1. Pontuagao clinica do fechamento da rima palpebral. In-
tervalo de confianga para a média: média + 1,96 * desvio-padrao /
v (n-1)
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Grafico 2. Pontuacéo clinica da movimentagéo de vibrissas. Intervalo
de confianga para a média: média + 1,96 * desvio-padrao / vV (n-1)

Analise Histologica Qualitativa

Obtivemos um total de 64 imagens, correspondentes
aos nervos faciais direito e esquerdo de cada um dos 8 ani-
mais de cada grupo. Comparando as imagens correspon-
dentes ao nervo facial esquerdo (sem lesao) de todos os
grupos, nio notamos diferencas entre elas. Apresentaram
distribuicao uniforme e homogénea de fibras mielinizadas
por toda a imagem, como ilustrado na Figura 1.

.
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Figura 1. Padrao tipico do nervo facial esquerdo (SEM LESAQ) em
todos os grupos.
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Nos grupos CTRL 14D e AMPc 14D, observando
as imagens correspondentes ao nervo facial direito (lado
lesado), notamos a presenca de pequenas fibras mielini-

zadas, de didmetro muito inferior quando comparadas 2a
respectiva imagem contralateral, muitas vezes agrupadas
e nao distribuidas uniformemente pela imagem. Este as-
pecto nos pareceu um pouco mais evidente em alguns
animais que em outros, sendo também mais presente no
grupo AMPc 14D que no CTRL 14D. Apresentamos as
Figuras 2 e 3, correspondentes a cada um destes grupos,
respectivamente.

o g ke >
3 s A
oy & O 4 W’_-; »

Figura 2. Aspecto tipico do nervo facial direito do grupo AMPc 14D.

Cabeca de seta exemplificando agrupamento de pequenas fibras
mielinizadas

Figura 3. Aspecto tipico do nervo facial direito do grupo CTRL 14D.
Cabeca de seta exemplificando agrupamento de pequenas fibras
mielinizadas

Nos grupos AMPc 28D e CTRL 28D, observadas as
imagens correspondentes ao nervo facial direito, notamos
um maior nimero destas pequenas fibras mielinizadas, ja
nao tanto agrupadas, mas ainda variando entre os animais
de cada grupo. Notamos ainda a presenca de fibras de
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maior didmetro, que se assemelhavam mais as do nervo Tabela 2. Contagem de fibras mielinizadas (média (desvio padrao)).
esquerdo. Apresentamos as Figuras 4 e 5, correspondentes

a cada um destes grupos respectivamente. AMPc 14D CTRL 14D AMPc 28D CTRL 28D
Nervo facial 110,375 104,750 110,125 98,625
esquerdo (23,360)  (19,667)  (11,457)  (14,232)
Nervo facial 32,625 9,375 92,125 123,250
direito (24,160)  (11,488)  (13,021)  (16,816)
Razéo direito/ 30,603 9,695 84,590 127,531

esquerdo (%)  (24,090) (11,913) (15,472) (26,981)

140,0
120,0 - £ £
100,0 -

80,0 1 ——CTRL

60,0 1 —=&—AMPc|

)

Figura 4. Aspecto tipico do nervo facial direito do grupo AMPc 28D.
Cabeca de seta exemplificando fibra mielinizada de maior diametro 40,0 1

20,0 1

)

0,0

14 dias 28 dias

Periodo

Grafico 3. Contagem de fibras do nervo facial esquerdo. Intervalo de
confianga para a média: média + 1,96 * desvio-padrao / vV (n-1)

160,0
140,0 1
NESN % % 2 120,0 1
~ e ol l_? ",-' SA B \l»_
Figura 5. Aspecto tipico do nervo facial direito do grupo CTRL 28D 100,01
—e—CTRL
80,0 1
—s—AMPc
60,0 1
Analise Histolégica Quantitativa (Histométrica)
As médias (e desvios-padriao) referentes as conta- 40,01
gens de fibras dos nervos esquerdo e direito e a razao 20,0 A
direito/esquerdo sio apresentadas na Tabela 2, bem como
sua andlise comparativa nos Graficos 3 a 5. A contagem 0.0 ) )
dos nervos faciais esquerdos (sem lesio) nao variou entre 14 dias 28 dias
0s quatro grupos. A contagem dos nervos direitos (lesiao), Periodo
bem como a razao direito/esquerdo foi maior no 28° dia
em comparac¢io ao 14° independentemente da presenca da
“droga”, indicando uma regeneracao ao longo do periodo. Grafico 4. Contagem de fibras do nervo facial direito. Intervalo de
Quando analisamos a presenca da droga em 14 dias, foi confianca para a média: média + 1,96 * desvio-padrao / v (n-1)

maior no grupo AMPc 14D (32,6 £24,2) em comparagao ao
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Grafico 5. Razao direito/esquerdo da contagem de fibras. Intervalo de
confianga para a média: média + 1,96 * desvio-padrao / vV (n-1)

CTRL 14D (9,4 +11,5), com uma razao direito/esquerdo de
31% x 9,7%. Ja em 28 dias, foi maior no CTRL 28D (123,2
+16,8) que no AMPc 28D (92,1 +13,0).

DISCUSSAO

Em 1972, Appenzeller e Palmer® identificaram o au-
mento endégeno do AMPc em nervos durante o processo
de regeneracido. A partir de entdo, diversos autores aven-
taram um possivel papel neurotréfico da administracao
de AMPc baseado em evidéncias experimentais “in vitro”
(cultura celular)®#. Estudos sobre a influéncia do AMPc
na regeneracao do nervo cidtico de roedores mostraram
resultados variaveis, constatando-se uma acdo estimu-
lante em alguns®?! e auséncia do mesmo em outros® .
Muito desse aparente conflito entre trabalhos pode ser
explicado pela metodologia utilizada. O modelo utilizado
nestes trabalhos, o do esmagamento do nervo cidtico, €,
a nosso ver, nao homogéneo em relacio a lesdo, pois o
tempo de esmagamento variou de 2 a 30 segundos e nao
se mensurou a “pressao” utilizada para tanto. O tempo de
analise dos resultados também variou, sendo notada uma
resposta positiva nos trabalhos de Pichero et al.? e Ger-
shenbaum e Roisen’' apés o 12° dia, enquanto os trabalhos
de McQuarrie et al.* e Black e Lasek®, foram encerrados
mais precocemente (9 e 8 dias respectivamente), sem a
constatacio de efeitos neurotroficos.

Em 1984, Kilmer e Carlsen® realizaram a aplicacao
topica de “forskolin”, um estimulador da adenilato ciclase
que promove aumentos endogenos de AMPc, com resul-
tados positivos na regeneracao do nervo cidtico de ra. Ja
em 1987, os mesmos autores, trabalhando com nervos
ciaticos de hamster, propuseram a entrega do AMPc por

“pellets” no local da lesao neural, encontrando resultados
promissores®”. Estudos sobre a influéncia da administra-
¢ao exoégena de AMPc devem garantir a penetracio desta
substincia na célula, ja que a mesma nao possui receptores
extracelulares, sendo exclusivamente de acio intracelular?.
Os andlogos dibutiril-AMPc e 8-bromo-AMPc siao permea-
veis 2 membrana plasmadtica e se mostram também menos
susceptiveis a acio das fosfodiesterases, tendo uma a¢ao
mais evidente que o nucleotideo natural*. Consideramos
como preferencial a administracio topica de fatores de
crescimento ja que em um possivel uso futuro em huma-
nos, utilizarfamos uma dose menor do que no seu uso
sistémico, tendo assim um menor risco de efeitos colate-
rais®. Além disso, diversos fatores neurotroficos apresentam
acao em outros grupos celulares, o que poderia hipoteti-
camente estimular o desenvolvimento de tumores quando
utilizado sistemicamente, divida em muito semelhante
ao que acontece na reposicao hormonal estrogénica em
pacientes com antecedente familiar de cancer de mama.
Como outra vantagem para a aplicacao topica, podemos
utilizar o nervo contralateral como controle do lado lesado
em estudos experimentais®®.

Na definicao de nossa metodologia, optamos por
realizar a transec¢ao completa e sutura do nervo por se
tratar de uma lesao mais reprodutivel, ji que esta é sem-
pre grau V na classificacio de Suderland®®, sendo ainda
aquela que reproduz melhor a correcio cirdrgica realizada
em nervos de seres humanos”. Optamos também pela
entrega topica de dibutiril-AMPc pelos motivos acima.
Além disto, escolhemos estender nosso trabalho em até 28
dias para garantir uma avaliacio mais confiavel, e também
associar as avaliacdes comportamentais e histologicas para
aumentar a objetividade do mesmo. Uma discussao mais
profunda sobre a metodologia adotada pelo nosso grupo
de estudo se encontra em Borin et al.**. Porém, como criti-
ca, devemos assumir que nossa sutura representa mais uma
aproximacao dos cotos neurais que uma sutura epineural
microcirdrgica classica, pela impossibilidade técnica de
realizar mais que um ponto no nervo facial dos ratos.

Nossa andlise comportamental demonstrou uma
recuperacao funcional acelerada pelo AMPc quanto ao
fechamento da rima palpebral, mas nao da movimenta¢ao
de vibrissas, no 14° dia, sendo este efeito nao detectado
quando analisados nos animais no 28° dia. Essa observa-
¢ao coaduna com a de outros autores que ressaltam ser
o retorno parcial do “blink reflex” o sinal mais precoce
de recuperacio do nervo facial em roedores®?. Komura
et al., 1999%, pesquisando o efeito do “brain-derived neu-
rotropic factor” (BDNF) na regeneracao do nervo facial
do rato, vivenciaram uma situacao muito semelhante na
qual o fator em questao teve um efeito na precocidade da
recuperacao clinica nos primeiros 14 dias, desaparecendo
esta diferenca com 23 dias. Assim, parece-nos que o AMPc
poderia estimular a precocidade da recuperacio, mas nao
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seus resultados finais funcionais, fato que voltaremos a
discutir quando abordarmos nossos resultados histologi-
cos. Além disto, € inegavel que nossa andlise de mimica
facial em ratos apresenta uma série de limitacdes quanto
a percepcio de nuances de expressoes quando compara-
das as escalas utilizadas na pratica clinica em humanos.
Perdemos assim a capacidade de detectar diferencas mais
sutis em momentos mais avancados de recuperacio da
motricidade da face dos ratos.

Poderiamos estranhar que em tado pouco tempo
nossos animais ja demonstravam movimentacao facial.
Em nosso estudo metodologico piloto®, ja haviamos de-
tectado um retorno de aproximadamente 35% da funcao
facial em 3 semanas e de 60% em 5 semanas. Komura et
al.* também notaram esta recupera¢ao precoce (14 dias)
apos a transeccao completa e sutura de nervos faciais de
ratos, e ainda Gershbaum e Roisen? ficaram surpresos
com o fato do nervo cidtico de ratos demonstrar atividade
clinica ap6s 2 a 3 dias da lesdo. Isto poderia representar
uma “inervacao cruzada” diferente da anatomia humana,
refletida na atividade do ntcleo facial contralateral como
sugerido por alguns autores®* e/ou uma taxa de rege-
neracio acentuadamente maior no rato que no homem,
como sugerido por outros®.

A contagem de fibras do nervo facial esquerdo
(lado nao lesado) nao variou significativamente nos qua-
tro grupos deste experimento. Isto confirma niao sé os
achados que descrevem a nio variabilidade deste critério
inter-espécimes, mesmo de pesos e idades diferentes®,
como também a possibilidade de utilizar as amostras do
lado nao lesado como controle do lado lesado em expe-
rimentos de regeneracao neural® 7%, Os dados referentes
a contagem de fibras mielinizadas do nervo facial direito
(lado lesado) no 14° dia demonstraram um aumento signi-
ficativo da mesma no grupo AMPc quando comparado com
o controle, fato este confirmado pelas andlises da razao
direito/esquerdo. Aparentemente, o AMPc estimulou um
inicio precoce da regeneracao neural, acelerando o brota-
mento axonal a partir do coto proximal. Isto baseado nao
s6 na superioridade numérica de fibras encontradas, mas
também no aspecto descrito em nossa andlise qualitativa
da histologia, onde encontramos grupamentos de finas
fibras em “blocos”, um aspecto que pode corresponder
ao corte transversal de “botdes de crescimento neurais”,
constituidos de pequenas fibras imaturas descritos por
outros autores™ 1. Através de microscopia eletronica,
Gershenbaum e Roisen®', descreveram que em modelo
de nervo ciatico de ratos, o AMPc acelerou o inicio da
degeneracao Walleriana no 3° dia pés lesio e também
descreveram uma superioridade numérica na contagem
de fibras no 10° dia no grupo exposto ao fator quando
comparado com salina.

Diversos autores aventam indmeros mecanismos
através dos quais o AMPc topico e sistémico poderia ter

uma acao estimuladora na regeneracao neural, porém esta
se mantém incerta’**, Influéncias na expressao génica'*¥
e no citoesqueleto®* de diversos grupos celulares envol-
vidos em regeneracao neural ja se encontram demonstra-
dos. Acredita-se que o nucleotideo poderia estimular as
populacdes neuronais em si e também as de “suporte”,
como a microglia, macrofagos e células de Schwann®-.
Promoveria assim a “limpeza” do sitio de lesao removendo
restos celulares, aceleraria a degeneracio Walleriana, a
mielinizacdo e também o botao de crescimento neuronal,
por acio no nucleo celular do neurdnio e/ou no sitio de
lesao®#23436 Nosso estudo ndo abrangeu a investigacio
do mecanismo de acio do AMPc e com isso aceitamos as
suposicoes destes autores.

No 28° dia encontramos uma inversao do achado
histométrico anterior, onde a contagem do grupo controle
suplantou o grupo exposto ao nucleotideo, e também ao
proprio lado contralateral (razao direito/esquerdo 127%).
Este resultado aparentemente conflitante pode ser explica-
do por diversas hipéteses. Em nosso desenho experimen-
tal, o AMPc foi “entregue” pela bomba osmética apenas
nos primeiros 14 dias, ficando as duas semanas seguintes
sem acdo. Isto poderia sugerir que a acao neurotrofica
do nucleotideo seria garantida apenas na presenca do
mesmo, desaparecendo no periodo seguinte, e gerando
até uma perda daquelas fibras inicialmente “hiperesti-
muladas”. Além disto, outros autores defendem que o
brotamento seria estimulado por fatores locais como o
AMPc, enquanto o alongamento axonal seria dependente
de mudancas metabdlicas no corpo nuclear do neurdnio,
€ que por isso uma entrega topica poderia perder o efeito
no decorrer do tempo?®2. Quanto ao fato de a contagem do
lado direito suplantar a do lado esquerdo no grupo CTRL
28D, McQuarrie et al.*® encontraram que, apods a lesio
unilateral do nervo cidtico, a contagem de fibras do lado
lesado suplantou em 40% a do lado nao lesado, atribuindo
o fato a ocorréncia de um multiplo brotamento a partir
de um Unico axonio do coto proximal. Isto também foi
constatado por Byers et al.* em estudo de regeneracio
do nervo facial em ratos.

Em culturas celulares, os fatores neurotroficos
podem induzir uma diferenciacao celular com mudancas
fenotipicas, acompanhada de uma queda na contagem
numérica das mesmas. Em culturas de células originarias
de neuroblastomas, por exemplo, o AMPc aumenta o
seu grau de diferenciacio (estimulando o surgimento de
dendritos) ao mesmo tempo em que diminui o nimero
total de células®. Assim, no nosso estudo poderiamos estar
presenciando uma precocidade no brotamento axonal,
com um efeito secundario de queda no nimero total de
fibras em regeneracio. Caso isto seja verdadeiro, aparen-
temente nao afetaria o resultado funcional final, ja que a
analise comportamental dos grupos AMPc 28D e CTRL
28D mostraram-se similares.
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Outra explicacao seria o fato de que no decorrer
da regeneracao, as multiplas fibras iniciais presentes nos
botdes de crescimento vao aos poucos sendo “selecio-
nadas como vencedoras”, aumentando em diametro e
mieliniza¢io para melhorar sua capacidade de conducio,
sendo perdidas outras como ineficientes* 145! Komura
et al. 19991, analisaram a regeneracao neural através da
expressio de RNAm da proteina GAP®, a qual participa
do crescimento axonal. Encontraram no grupo exposto
ao BDNF uma recuperacdo clinica mais acentuada no
14° dia, acompanhada de uma elevacio do RNAm GAP*,
enquanto que no 28° dia obtiveram um achado compor-
tamental semelhante entre os grupos controle e BDNF,
com expressao do RNAm GAP® mais elevado no grupo
controle nesta fase tardia. Atribuiram este achado ao fato
do grupo estimulado pelo fator neurotréfico estar numa
fase mais “avancada” de regeneracio, na qual a expressao
desta proteina ja estaria baixa. Em similaridade, poderia-
mos sugerir que o grupo AMPc 28D estaria realmente mais
avancado no processo regenerativo, onde ja evidenciari-
amos uma etapa além da multiplicacao do brotamento,
enquanto o CTRL 28D estaria numa fase mais inicial, ainda
aumentando em numero e nao em eficiéncia suas fibras,
ja que funcionalmente os dois grupos atingiram resultados
comportamentais semelhantes.

Infelizmente, nosso paradigma ¢ limitado e nao
permite refutar ou aceitar nenhuma destas hipdteses.
Mudancas metodologicas como o aumento do tempo
de exposicio ao AMPc, a sua disponibilizacao direta e/
ou sistémica aos nucleos centrais do facial, analises his-
tologicas em outros periodos como 21° dia e posteriores
ao 28°, e a utilizacdo de métodos de para quantificar a
mielinizacao e o diametro de fibras seriam indicados para
a continuidade deste estudo.

CONCLUSAO

Acreditamos haver encontrado evidéncias com-
portamentais e histométricas de um papel neurotréfico
do AMPc sobre a regeneracio do nervo facial de ratos
submetidos a transeccdo total e aproximacao por sutura.
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