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Resumo

Objetivo: Padronizacio da técnica de seccio do nervo
facial extratemporal em ratos e elaboracio de uma escala
de avaliacao da mimica facial desses animais antes e apo6s
essa seccdo. Tipo de Estudo: Experimental. Método: Vinte
ratos Wistar foram anestesiados com xilasina e ketamina e
submetidos a sec¢ao do nervo facial proximo a sua emergén-
cia pelo forame mastéideo na pele. Todos os animais foram
avaliados. Foram observados: fechamento ocular, reflexo de
piscamento, movimentagao e posicionamento das vibrissas,
e foi elaborada uma escala de avaliacio e graduacio destes
parametros. Resultados: O tronco do nervo facial foi encon-
trado entre a margem tendinosa do musculo clavotrapézio
e a cartilagem auricular. O tronco foi seccionado proximal a
sua saida pelo forame mastéideo e os cotos foram suturados
com nylon 9-0. Foi elaborada uma escala de avaliacao e gra-
duacio da mimica facial independente para olho e vibrissa
e a somatoria dos parametros, como forma de avaliar a
face paralisada. A auséncia de piscamento e de fechamento
ocular recebeu valor 1; a presenca de contracao do musculo
orbicular, sem reflexo de piscamento, valor 2; fechamento
ocular de 50% através de reflexo de piscamento, valor 3, o
fechamento de 75%, valor 4. A presenca de reflexo de pis-
camento com fechamento ocular completo recebeu valor 5.
A auséncia de movimento e posicao posterior das vibrissas
recebeu pontuacio 1; tremor leve e posiciao posterior, pon-
tuacdo 2; tremor maior e posicdo posterior, pontuacdo 3 e
movimento normal com posi¢io posterior, pontuacio 4. A
movimentacao simétrica das vibrissas, com posi¢cao anterior
recebeu pontuacio 5. Conclusdo: O rato apresenta anatomia
que permite ficil acesso ao nervo facial extratemporal, possi-
bilitando seccao e sutura desse nervo de forma padronizada.
Também foi possivel estabelecer uma escala de avaliacio e
graduacao da mimica facial dos ratos com paralisia facial a
partir da observacao clinica desses animais.

Standardization of techniques
used in facial nerve section and
facial movement evaluation in
rats

Palavras-chave: avaliacio, cirurgia, nervo facial, paralisia
facial, ratos.
Keywords: evaluation, surgery, facial nerve, facial palsy, rats.

Summary

Aim: standardization of the technique to section the
extratemporal facial nerve in rats and creation of a scale
to evaluate facial movements in these animals before and
after surgery. Study design: Experimental. Method: twenty
Wistar rats were anesthetized with ketamine xylazine and
submitted to sectioning of the facial nerve near its emergence
through the mastoid foramen. Eye closure and blinking reflex,
vibrissae movement and positioning were observed in all
animals and a scale to evaluate these parameters was then
created. Results: The facial nerve trunk was found between
the tendinous margin of the clavotrapezius muscle and the
auricular cartilage. The trunk was proximally sectioned as
it exits the mastoid foramen and the stumps were sutured
with a 9-0-nylon thread. An evaluation and graduation scale
of facial movements, independent for eye and vibrissae, was
elaborated, together with a sum of the parameters, as a means
to evaluate facial palsy. Absence of eye blinking and closure
scored 1; the presence of orbicular muscle contraction,
without blinking reflex, scored 2; 50% of eye closure through
blinking reflex, scored 3, 75% of closure scored 4. The
presence of complete eye closure and blinking reflex scored
5. The absence of movement and posterior position of the
vibrissae scored 1; slight shivering and posterior position
scored 2; greater shivering and posterior position, scored
3 and normal movement with posterior position, scored 4;
symmetrical movement of he vibrissae, with anterior position,
scored 5. Conclusion: The rat anatomy allows easy access
to the extratemporal facial nerve, allowing its sectioning
and standardized suture. It was also possible to establish an
evaluation and graduation scale of the rat facial movements
with facial palsy based on the clinical observation of these
animals.
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INTRODUCAO

A paralisia facial decorrente de trauma ao nervo
facial é uma condicido clinica relativamente comum. Sua
manifestacio unilateral pode acarretar alteracao da sime-
tria facial, fechamento ocular incompleto com ou sem
repercussiao oftdlmica, dificuldade de degluticio e de
articulacao de certos fonemas, entre outros problemas.
Portanto, esta afeccio traz conseqiiéncias individuais e
sociais relevantes, suscitando grande esforco na tentativa
de compreender os diversos fatores que envolvem a le-
sao do nervo facial, sua regeneracio e reparo, para assim
amenizar essas consequiiéncias.

As fibras motoras do nervo facial, embora tenham
origem no sistema nervoso central, possuem grande ca-
pacidade regenerativa, comparando-se a um nervo motor
periférico. O nervo facial apresenta clearance de debris e
de mielina maior do que o Sistema Nervoso Central (SNC)
e possui uma espécie de guia para o processo regenerati-
vo ao contririo do SNC. O nervo facial apresenta, ainda,
maior capacidade de resposta aos fatores de crescimento
apos lesoes'.

Ap6s lesio, o axOnio € influenciado por uma série
de eventos, entre eles: fatores paracrinos locais, transporte
retrogrado de moléculas (citocinas e fatores de crescimen-
to), influxo de cdlcio e sédio, geracao de radicais livres,
aumento da atividade das fosfolipases, geracio de deri-
vados de acido aracdonico, fatores genéticos (equilibrio
entre bcl2 e bax/bak)!.

A degeneracao walleriana, que segue a lesao neural,
sofre influéncia destes fatores e se completa aproximada-
mente em trinta dias, levando a remoc¢ao de fragmento do
axonio distal. No processo de regeneracio, que tem inicio
no primeiro nédulo de Ranvier préoximo ao sitio da lesao e
que apresenta taxa de crescimento de um a dois milimetros
por dia, as células de Schwann tém papel fundamental
(removem debris neuronais, secretam citocinas, fatores de
crescimento); porém a integridade da membrana basal do
endoneuro € necessdria para guiar este processo’.

Assim sendo, o tipo de lesdao a qual o nervo € sub-
metido tem fundamental importancia no processo de rege-
neracdo e na conduta a ser tomada. Sunderland classificou
a lesao do nervo com base nos achados histolégicos em:
primeiro grau - estrutura do nervo intacta (neuropraxia),
segundo grau - axdnio rompido com células de Schwann
integras (axonotmese), terceiro grau - lesio do endoneuro,
quarto grau - lesio do perineuro e quinto grau - rotura
completa (neurotmese). Nos dois primeiros graus de lesao
geralmente ocorre recuperacio completa do nervo e de
sua capacidade funcional'. Porém, quando ha perda de
continuidade do nervo, o reparo direto do mesmo tem
sido advogado como forma mais efetiva de reabilitacao
especificamente para o nervo facial. Quando isto nao é
vidvel sdo necessdrios 0s enxertos Nervosos?.

Embora a técnica cirtrgica venha se aprimorando,
o resultado funcional associado ao reparo das lesoes
completas do nervo facial permanece insatisfatério'*. Este
fato vem impulsionando muitos estudos experimentais na
tentativa de estabelecer a melhor abordagem** e o tempo
mais adequado de abordagem da lesao desse nervo™®.

Outra vertente tem estudado substancias que atuem
na regeneracao do nervo facial pos-trauma na tentativa
de introduzir uma alternativa terapéutica que possa trazer
melhores resultados funcionais, principalmente, nas pa-
ralisias decorrentes de seccio completa do nervo facial.
Entre essas substdncias estdo os fatores neurotroficos?®, os
andrégenos' e a nimodipina'.

Com o avanco da pesquisa experimental, muitos
modelos animais tém sido utilizados (ratos, camundongos,
coelhos, gatos). Porém nao hda uma padronizagao de mo-
delo experimental para estudar a paralisia facial - avaliacao
comportamental, técnica de abordagem e lesao do nervo
facial e inicio do processo regenerativo.

O estabelecimento de uma escala de avaliacao da
mimica facial e a padronizacio da técnica cirdrgica de
abordagem do nervo facial e das etapas do seu processo
regenerativo sao de grande valia para o desenvolvimento
de estudos de drogas sistémicas que promovam melhor
recuperacao do nervo facial.

O objetivo deste estudo é padronizar a técnica de
seccao do nervo facial extratemporal em ratos e estabelecer
uma escala de avaliacio da mimica facial desses animais
antes e apos a seccao desse nervo craniano.

METODO

Vinte ratos adultos, Wistar, machos, pesando entre
250 e 300g, foram utilizados neste estudo. Os animais
foram mantidos em sala adequada, com ciclo de 12 horas
claro - 12 horas escuro. Alojados em gaiolas apropriadas,
tiveram livre acesso a dgua e alimento. Todos os proce-
dimentos foram realizados de acordo com as orientacoes
do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Sao Paulo
- Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP)

Esses ratos foram submetidos 2 anestesia com xila-
sina 2% (0,5ml/kg) e ketamina 10% (0,9ml/kg) intraperito-
neal. A seguir foi feita tricotomia da regiao retroauricular
direita. Entao foram posicionados em decubito lateral
esquerdo e infiltrou-se xilocaina (repetida se necessario)
nesta regido, dando-se inicio ao procedimento cirargico
que resultou na paralisia facial periférica direita destes
animais. O procedimento foi realizado por dois cirurgioes,
com a utilizacao de Microscopio cirtrgico DF-Vasconcellos
M90, com lente de 200mm e aumento de 16 vezes. Os
resultados das cirurgias foram fotografados com cimera
Sony Cybershot 3,2 e padronizados.

Todos os animais foram submetidos a observacio
da mimica facial, de forma espontinea e sob estimulo. Esta
avaliacio foi realizada pelo mesmo observador, e ocorreu
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previamente a cirurgia (para excluir alteracoes prévias na
mimica facial que comprometessem avaliacao posterior) e
em dias alternados no pos-operatorio, durante trinta dias.
Os parametros observados foram: o fechamento ocular, o
reflexo de piscamento, a movimenta¢io e a posicao das
vibrissas. Para tanto, cada rato foi avaliado individualmente
em uma caixa de papelao (37x21x13cm) com a face interna
de cor preta (maior clareza na observacio das vibrissas),
e como estimulo utilizou-se a insuflacio de ar (seringa de
20 mD na face do animal para desencadear o reflexo de
piscamento e o bater de palmas das maos (trés a quatro)
para desencadear maior movimentacio das vibrissas. O
lado esquerdo serviu como controle (reflexo de piscamen-
to presente com fechamento ocular completo; movimenta-
cao das vibrissas presente e posicionamento anterior das
mesmas). A partir dessa observacao, foi elaborada uma
escala de avaliacao da mimica facial desses animais.

RESULTADOS

Com os animais adequadamente posicionados, ini-
ciou-se a cirurgia. Apos incisao retroauricular direita (cerca
de trés centimetros), procedeu-se a dissec¢io por planos.
O musculo platisma foi identificado, superficialmente, e
sua porcio cranial foi seccionada. A margem tendinosa
do musculo clavotrapézio foi encontrada junto a por¢ao
postero-superior da incisio e o tronco do nervo facial foi
localizado junto a essa margem, que foi afastada no sen-
tido posterior para melhor visualizacio da emergéncia do
nervo. Nao houve necessidade de seccionar essa margem.
Esse tronco foi seguido em sentido antero-inferior até
encontrar sua bifurcacio, localizada medialmente a veia
jugular externa e seus ramos. Os ramos do nervo facial,
recobertos por fascia, nao foram dissecados.

O tronco do nervo facial foi entido seccionado com

bisturi, proximal a sua emergéncia, e suturado com nylon
9.0. Utilizamos a aproximacao dos cotos com um ponto.
Em sete animais (35%), um pequeno ramo divergia do
tronco principal ainda junto ao forame mastéideo. Em
quatro casos, realizamos a seccao e sutura do tronco e do
ramo, porém nos outros trés conseguimos isolar o tronco
principal e secciona-lo.

ApO6s a sutura epineural, procedeu-se ao fechamen-
to da pele com pontos separados de nylon 4-0 cortados
proximo a incisao. (Figuras 1 a 4)

Nenhum animal foi excluido do estudo. A partir
da observacao realizada ap6s a seccao e sutura do nervo
facial, foi possivel estabelecer uma escala de avaliacao da
mimica facial destes ratos. O fechamento ocular através
do reflexo de piscamento e a movimentacio das vibrissas
foram observados e distribuidos separadamente em uma
escala.

A presenca de movimentacao das vibrissas e seu po-
sicionamento anterior, de forma simétrica ao lado controle,
foram estabelecidos como sinal de recuperacio funcional
completa deste ramo do nervo facial do lado operado e re-
cebeu pontuacio 5. O reflexo de piscamento presente com
fechamento ocular completo também recebeu pontuagao
5. Portanto, a recuperacao completa da hemiface direita
recebeu valor 10, mesmo valor atribuido a mimica facial
prévia a cirurgia (nao foi observada recuperagao completa
em nenhum animal no periodo de trinta dias).

A auséncia completa de reflexo de piscamento sem
fechamento ocular recebeu pontuacio 1, e a auséncia de
movimentacao das vibrissas com posicionamento poste-
rior, pontuacao 1. Desta forma a paralisia facial completa
recebeu valor 2 e foi vista em todos os ratos submetidos
ao procedimento cirirgico.

A presenca de tremor leve das vibrissas com posicio
posterior, atribuiu-se valor 2; tremor maior com posi¢ao

Figura 1. Inciséo retroauricular na pele e subcutaneo.

Figura 2. Margem tendionsa do musculo clavotrapézio - seta.
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Figura 3. Tronco do nervo facial: tronco principal - seta A; ramo auri-
cular posterior - seta B.

Figura 4. Aproximacao dos cotos do nervo facial. nylon 9-0.

Figura 5. Avaliagao sob estimulo no poés-operatério imediato: reflexo
de piscamento presente com fechamento ocular completo e movi-
mentagao das vibrissas com posicao anterior do lado esquerdo. A
direita, auséncia de movimentagéo ocular e das vibrissas que estao
em posicao posterior (1 ponto para as vibrissas e 1 para os olhos
- lado direito).

Figura 6. Avaliagao espontanea antes da seccéo do nervo facial - vi-
brissas com movimentagdo simétrica e posicéo anterior (5 pontos).

Figura 7. Animal apresentando movimentagao normal das vibrissas
e posicéo anterior, a esquerda (5 pontos); tremor maior das vibrissas
e posicao posterior, a direita (3 pontos).

e o trauma.

Em decorréncia do grande impacto que sua dis-
fun¢ao provoca, o nervo facial vem sendo estudado em
varias vertentes, tendo o estudo experimental papel chave
neste processo.

Muitos animais tém sido utilizados com modelo
experimental entre eles: coelho, porco, rato, camundongo,
gato. Viarios tipos de lesao do nervo facial sao descritos
nos trabalhos que abordam a paralisia facial, sendo o es-
magamento € a sec¢ao desse nervo os tipos mais descritos.
Porém, nio se encontra um padrao estabelecido para a
abordagem cirtrgica do nervo facial e para a observacio
da consequiente paralisia facial nesses animais. Essa padro-
nizacao daria uniformidade aos estudos com determinado
animal e facilitaria a comparacio de resultados.

Grande nimero de trabalhos tem utilizado o rato
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posterior das vibrissas recebeu pontua¢io 3 e o movi-
mento normal das vibrissas mantendo posi¢ao posterior,
pontuacio 4.

O reflexo de piscamento ausente (auséncia de
fechamento ocular) e a presenca de contracio do mus-
culo orbicular receberam pontuacio 2; o fechamento de
metade (50%) da fenda ocular com reflexo de piscamento
presente recebeu valor 3 e o fechamento quase total (75%)
da fenda, valor 4.

As escalas elaboradas foram representadas nos
Quadros 1 e 2 a seguir:

A avaliacao dos animais, através dessa escala, pode
ser exemplificada nas fotografias que se seguem. (Figuras

5a7).

Quadro 1. Escala de observagao das vibrissas.

Pontuacao Movimento Posicao
1 Sem movimento posterior
2 Tremor leve posterior
3 Tremor maior posterior
4 Movimento normal posterior
5 Movimento normal anterior

Quadro 2. Escala de observagao do fechamento ocular e reflexo de
piscamento.

Pontuacao Movimento
1 Sem movimento
2 Contracao/sem fechamento
3 Fechamento de 50%
4 Fechamento de 75%
5 Fechamento completo

DISCUSSAO

A face humana pode ser considerada um espelho
dos nossos sentimentos, pois através da movimentacao de
seus musculos expressamos diferentes tipos de emogcodes
em diversos graus. Tem também fundamental participacao
na comunicacdo social por estar integrada ao processo
de fala.

A integridade do nervo facial, responsavel pela
inervacao dos musculos da mimica facial, apresenta papel
relevante no contexto social e individual. Funcoes fisio-
logicas importantes dependem desta integridade, como o
lacrimejamento e a protecao ocular, o gosto (dois tercos
anteriores da lingua), a ingestao de alimentos (o musculo
orbicular da boca toma parte no inicio do processo), a
salivacdo, entre outras'?. Virias sdo as causas desta dis-
funcao, sendo as mais comuns os processos inflamatorios

como modelo experimental por possuir vantagens como
facilidade de aquisicio e tolerancia a paralisia facial,
mesmo bilateral, sem apresentar problemas no periodo
pos-operatorio imediato™.

Os ratos utilizados neste estudo foram Wistar que,
juntamente com os Sprague-Dawley, sio freqiientemente
usados.

Os animais foram submetidos a anestesia com
xilasina a 2% (0,5ml/kg) e ketamina 10% (0,9ml/kg), in-
traperitoneal. Esta combinacao ¢ bastante utilizada para
anestesiar tanto ratos como outros animais usados em
estudos experimentais®”1+10,

A incisao retroauricular, utilizada neste estudo,
permitiu boa exposicao para a exploracao do nervo facial,
sendo referida com freqiiéncia em trabalhos que descre-
vem com mais detalhes esta abordagem em ratos® e
em outros animais'?. Outra incisao também utilizada € a
infra-auricular''#,

O nervo facial pode ser abordado em seu trajeto
intratemporal®>' porém, optamos pela abordagem de
seu trajeto extratemporal, proximo a sua emergéncia
pelo forame mastoideo, por ser a forma mais comumente
adotada pelos trabalhos que provocaram paralisia facial
em ratosl,3,16,l9-21.

Para encontrarmos a emergéncia do nervo facial
pelo forame mastéideo seccionamos o musculo platisma
e utilizamos como pardmetros a cartilagem auricular e a
margem tendinosa do musculo clavotrapézio'>!. Dessa
forma, localizamos o tronco principal do nervo facial
entre a cartilagem auricular, anteriomente, e o musculo
clavotrapézio, posteriormente. Seguimos esse tronco
até encontrar sua bifurcacio em ramos menores, para
confirmar ser essa estrutura o nervo facial, visto que nao
utilizamos estimulacao intra-operatdria deste nervo. O uso
de estimulacao intra-operatéria do nervo facial foi descrito
em apenas alguns estudos*'81°.

Encontrado o tronco do nervo, realizamos a sua
seccao proxima ao forame mastoideo, porém em sete
animais o ramo cervical posterior, provavelmente, diver-
gia do tronco principal ainda junto ao forame mastoideo,
dificultando o isolamento e seccao desse tronco. Em
quatro casos, realizamos a sec¢ao do tronco e do ramo
€ nos outros trés, conseguimos isolar o tronco principal
e secciond-lo. Nao encontramos citacoes a este respeito
na literatura. Apos a sec¢iao do tronco, os cotos foram
aproximados com sutura epineural Unica, usando fio de
nylon 9-0, por facilidade técnica. Embora a aproximacio
dos cotos tenha sido realizada por Fernandez et al. (1992
e 1995)*# com fio de nylon 10-0 e por Guntinas-Lichius
et al. (2001 e 2005)'**" com nylon 11-0, Yian et al. (2001)"
em seu trabalho com coelhos utilizou nylon 8-0.

Por fim, realizamos o fechamento da pele com
pontos separados de nylon 4-0. Ja Fernandez et al. (1995)*
usaram clipes metdlicos no fechamento da pele, enquanto
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Bento & Miniti (1989)"? realizaram, em seu estudo com
gatos, fechamento da pele com catgut 2-0 em Unica ca-
mada e Mersa et al. (2000)* usaram pontos separados de
nylon 4-0 para fechar a pele dos coelhos. Esse passo final
do procedimento cirdrgico € bastante variavel e também
pouco citado na literatura.

A observacio do comportamento dos animais en-
volvidos nos estudos de paralisia facial tem sido usada
como um dos pardmetros para avaliar a regeneracao do
nervo facial. Estudos utilizando coelhos!®, hamsters'® ou
ratos*!4?° observaram o fechamento ocular, o reflexo de
piscamento, a movimentac¢ao e posicao das vibrissas. Em
animais nao-manipulados o reflexo de piscamento deve
estar presente com fechamento ocular completo e simétri-
co, bem como a movimentac¢ao das vibrissas, que devem
estar em posicao anterior. Assim sendo, em animais com
paralisia facial surgem sinais caracteristicos que incluem a
perda do reflexo de piscamento e da movimentacao das
vibrissas, que assumem posicao posterior'®**'. A partir da
observacao desses sinais, escalas distintas de avaliacio da
paralisia facial foram descritas.

Yian et al. (200D desenvolveram uma escala para
observaciao dos movimentos do ldbio superior e da pédlpe-
bra de coelhos (submetidos a sec¢io de ramos do nervo
facial), com e sem estimulo (toque na testa e no nariz).
Esta escala atribuia valores entre 0 e 3, sendo 0 atribuido a
auséncia de movimento e 3, 2 movimentacao normal; ja 0s
valores 1 e 2 destinaram-se a movimento leve e moderado,
respectivamente. Byers et al. (1998)" também descreveram
uma escala subjetiva para observacio dos parametros
mencionados, em ratos pds-sec¢ao do nervo facial em seu
canal. Esta escala variava entre 0 (nenhum movimento) e
100% (movimento completo) e abordava, como a outra,
olho e vibrissas conjuntamente. Ja Gilad et al. (1996)*
avaliaram apenas a funcao das vibrissas e descreveram
uma escala com variacio de 0 a 4, na qual observaram
tremor das vibrissas, movimenta¢cao normal e posi¢cao das
mesmas. Em seu estudo Mersa et al. (2000)? observaram o
fechamento ocular e o reflexo de piscamento, construiram
uma escala com valores entre 0 e 2, tendo como valor 0.5
a presenca apenas de contracao do musculo orbicular. Em
seu estudo com gatos, Bento & Miniti (1989)'? realizaram
avaliacio comportamental, atentando para o fechamento
ocular através do reflexo de piscamento e para a auséncia
ou presenca de movimento da face de forma simétrica ou
assimétrica. Haldlock et al. (2005)*® criaram uma escala
com valores entre 0 e 1, mas ao contrario desses estudos,
aplicaram-na separadamente para avaliar movimentacao
das vibrissas e fechamento ocular. Justificaram esta sepa-
racado com base na recuperacao da funcdo ocular e das
vibrissas, que ocorreu em tempos distintos.

Elaboramos, entio, uma escala de observacao para
avaliar a movimentacao e posicao das vibrissas e outra,
com a mesma variacao, para fechamento ocular e reflexo

de piscamento, pois notamos recuperaciao assimétrica
da funcao facial como mencionado por Haldlock et al.
(2005)™. Os parametros avaliados foram similares aos
mencionados: auséncia de movimento, tremor das vibris-
sas, movimentacao normal e posi¢io posterior ou anterior
das mesmas; contracao do musculo orbicular dos olhos,
fechamento ocular incompleto e completo. A escala apre-
senta cinco pontuacoes (entre 1 e 5) e além da pontuacao
separada dos parametros, inclui uma somatoria dos pontos
de cada parametro distinto, de forma similar ao Sistema de
Graduagio Facial apresentado por Ross et al.?, em 1996
para avaliar clinicamente a recuperagao facial em seres
humanos. Desta forma € possivel ter idéia da recuperacio
de um parametro isolado e de toda a face do animal, e
também comparar animais de grupos distintos (em caso
de trabalhos com grupo controle e grupos de estudo) de
forma mais criteriosa.

Portanto, o rato permite que a observacao dos seus
movimentos oculares e da movimentacio das vibrissas
possa ser realizada e possibilita a elaboracao de uma escala
independente de avaliacio que permite melhor andlise
destes parametros e da mimica facial como um todo. A
abordagem do nervo facial em seu trajeto extratemporal,
com seccao e sutura, também € um procedimento que
pode ser realizado de forma padronizada no rato, por este
animal apresentar o tronco do nervo facial acessivel e com
variabilidade que nao compromete esta abordagem.
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