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APRESENTAGAO

Cada vez mais percebemos, que no mundo da ciéncia, principalmente da
area da saude, nenhuma profissao trabalha sozinha, é necessario que varios
profissionais estdo envolvidos e engajados em conjunto, prezando pela, prevencéo,
diagnostico e tratamento de diversas patologias, visando sempre a qualidade de
vida da populacdo em geral.

A Coletanea Nacional “Difusédo do Conhecimento Através das Diferentes Areas
da Medicina” € um e-book composto por 4 volumes artigos cientificos, que abordam
relatos de caso, avaliacdes e pesquisas sobre doencas ja conhecidas da sociedade,
trata ainda de casos conforme a regido demografica, onde os locais de realizagao
dos estudos estao localizados em nosso pais, trata também do desenvolvimento de
novas tecnologias para prevenc¢ao, diagnéstico e tratamento de algumas patologias.

Abordamos também o lado pessoal e psicolégico dos envolvidos nos cuidados
dos individuos, mostrando que além dos acometidos pelas doencgas, aqueles que 0s
cuidam também merecem atencéo.

Os artigos elencados neste e-book contribuirdo para esclarecer que ambas as
profissbes desempenham papel fundamental e conjunto para manutencéo da saude
da populacdo e caminham em paralelo para que a para que a ciéncia continue
evoluindo para estas areas de conhecimento.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Lais Daiene Cosmoski
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CAPITULO 8

ESTUDO HISTOLOGICO DA EXPRESSAO DA
AQUAPORINA 2 EM NERVO FACIAL DE RATOS

Data de aceite:19/11/2018

Luiza de Almeida Gondra Limeira
José Ricardo Gurgel Testa
Andrei Borin

Luciene Covolan

Felipe Costa Neiva

Maria Regina Regis Silva

RESUMO: Introducéo: A paralisia facial € uma
mononeuropatia comum que ocorre quando
ha interrupcao da atividade do nervo facial. A
fisiopatologia da paralisia facial idiopatica é
incerta, podendo ser mediada pela expressao
de aquaporinas (AQPs), capazes de influenciar
0 edema e a condugao neural por mecanismos
relacionados a homeostase da agua. Trés
AQPs (1, 2 e 4) foram encontradas no sistema
nervoso periférico (SNP) e especificamente no
nervo facial, foram identificadas as AQP 1 e 2.
Objetivo: Descrever a expressao e localizagao
histologica da AQP 2 no nervo facial de ratos.
Métodos: Cinco ratos adultos Wistar foram
utilizados no estudo. No dia zero do experimento
(DO),
compressdo da porcado extratemporal do

quatro animais foram submetidos a

nervo facial direito (grupo LESAO) e um rato
a disseccéo da pele e subcutdneo em regiao
retroauricular direita (grupo SHAM). No dia
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seguinte (D1), foram obtidos entre 3 e 8 mm
do segmento extratemporal do nervo facial
direito e esquerdo de todos os animais. As dez
amostras dos nervos facial foram processadas
para moldagem em parafina e confeccionadas
laminas para coloragdo em hematoxilina-eosina
(HE) e realizacao de imuno-histoquimica (IHQ)
como anticorpo anti-AQP 2. Foirealizada analise
qualitativa das laminas e contagem das células
de Schwann imunomarcadas com o anticorpo.
Resultados: Nos cortes em HE foi observada
degeneracao walleriana em 40% das amostras.
Foi confirmada a expressao da AQP 2 no nervo
facial de ratos. Em todos os nervos foi observada
a presenca do anticorpo, com maior expressao
em células de Schwann e células do endotélio
€ menor expressao em citoplasma dos axénios,
células perineurais e epineuro. A contagem das
células de Schwann revelou em dois animais
uma diferenca estatistica entre grupo LESAO e
nervos controles correspondentes, com maior
expressao da AQP 2 nos nervos submetidos a
compressao. Concluséo: A presenca da AQP
2 em nervo facial de ratos foi confirmada e
sua expressao nesse tecido foi independente
de qualquer intervencdo cirargica. Apos
compressao do nervo facial, a marcagcéao desta
proteina aumentou, possivelmente mediando a
instalagcdo do edema neste tecido.
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ABSTRACT: Introduction: Facial palsy is a common mononeuropathy that occuring
when interruption of facial nerve activity. The pathophysiology of idiopathic facial
paralysis is uncertain and one of the possibilities would be the expression of aquaporins
(AQPs), which influences neural edema and synaptic transmission by mechanisms of
water homeostasis. Three AQPs (1, 2 and 4) were identified in the peripheral nervous
system (PNS), and specifically in the facial nerve was identified AQP 1 and 2. Objective:
Describe the expression and histological preference location of AQP 2 in the facial
nerve of rats. Methods: Five adult Wistar rats were used in the study. On the day zero
(DO), four animals were submitted to compression of the extratemporal trunk of the
right facial nerve (LESION group) and in one rat submitted to skin and subcutaneous
dissection at right retroauricular region (SHAM group). On the following day (D1), the
extratemporal segment (about 3 to 8 mm) of the right and left facial nerve of all animals
were removed. The ten facial nerves samples were processed for paraffin sections
to hematoxylin-eosin staining (HE) and immunohistochemistry using the anti-AQP 2
antibody. Qualitative analysis of the samples and Schwann cell immunolabelled counts
where proceed. Results: Wallerian Degeneration was observed in HE slides in 40%
of the samples. The expression of AQP 2 on the facial nerve of rats was confirmed.
In all nerves the presence of the antibody was observed, with greater expression in
Schwann cells and endothelial cells and less expression in the cytoplasm of axons,
perineural cells and epineurium. Schwann cell count showed in two animals a statistical
difference between the LESION group and the corresponding control nerves, with
higher expression of AQP 2 on the nerves submitted to compression. Conclusion: The
presence of AQP 2 in the facial nerve of rats was confirmed and the expression in this
tissue was independent of any surgical intervention. After compression of the facial
nerve, the marking of this protein increased, contributing for installation of the edema
in this tissue.

11 INTRODUCAO

O nervo facial € o VIl nervo craniano, com fungcées motora (movimento
voluntario da mimica facial), sensorial (gustacdo dos dois tercos anteriores da
lingua) e autonbmica (secrecao salivar e lacrimal). Recebe axdnios dos nucleos
solitario e salivatorio superior, formando o nervo intermédio (axénios sensoriais e
parassimpaticos) e das fibras motoras eferentes do nucleo do facial localizado na
ponte do tronco cerebral. O nervo facial ao sair do seu nucleo possui trés segmentos:
intracraniano, intratemporal e extratemporal. A porcao intracraniana é localizada
entre o angulo ponto-cerebelar e 0 meato acustico interno que € acompanhado
do nervo vestibulococlear (VIII par craniano). Na porgcao intratemporal emite os
ramos do nervo petroso superficial maior, nervo para o musculo estapédio e nervo
corda do timpano, saindo do osso temporal através forame estilomastoideo. A partir
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deste momento é chamado de segmento extratemporal o qual emite ramos para o
musculo digastrico, nervo auricular posterior e ramos terminais para a musculatura
da face, que possuem significantes variacées anatémicas." No rato, o nervo facial
possui estrutura anatémica semelhante ao humano, especialmente sua porcao
extratemporal.®

A paralisia facial periférica € uma neuropatia comum que ocorre quando ha
interrupcédo da atividade do nervo facial pelo acometimento deste nervo apds sua
emergéncia no tronco cerebral. Em meados de 500aC, Hipocrates descreveu sua
ocorréncia e a comparou com a paralisia de origem central. Seu estudo recebeu
contribuicbes de gregos, romanos, pérsios (Razi, 870dC), entre outros e foi
consagrada por Charles Bell em 1821.® Varias sdo as causas de paralisia facial
periférica devido a sua longa trajetoria ap6s saida do tronco encefalico (Quadro 1).
Em um estudo retrospectivo com 2000 casos de parasilia facial, observou-se que a
Paralisia de Bell ou paralisia facial idiopatica € a etiologia mais comum em cerca 38%
dos pacientes, seguida de ressec¢cdo de Schwanoma Vestibular em 10%, cancer
em 7%, danos iatrogénicos em 7%, infec¢do por virus Varicela-Zoster (Sindrome de
Ramsay Hunt) em 7%, lesbes benignas em 5%, paralisia facial congénita em 5%,
Doenca de Lyme em 4% e outras causas em 17%.®

ETIOLOGIAS DA PARALISIA FACIAL PERIFERICA

CAUSAS CONGENITAS
TRAUMA DO PARTO

SINDROMES GENETICAS

SINDROME MELKERSON-ROSENTHAL

DOENCA DE ALBERS-SCHONBERG

SINDROME MOEBIUS

SINDROME GOLDENHAR (DISPLASIA OCULOAURICULOVERTEBRAL)

CAUSAS ADQUIRIDAS

INFECIOSAS

DOENCA DE LYME

HERPES SIMPLES ViRUS

VIRUS VARICELA ZOSTER (SINDROME RAMSAY-HUNT)

OTITE MEDIA

OUTRAS (HERPESVIRUS TIPO 6, COXSACKIE VIRUS, ADENOVIRUS)

TRAUMATICA

NEOPLASIAS

ASSOCIADA A HIPERTENSAO
IDIOPATICA (PARALISIA DE BELL)
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Quadro 1. Principais etiologias da paralisia facial periférica.

Nota: Adaptado de Lorch M, Teach SJ. Facial nerve palsy: aetiology and approach to diagnosis and treatment.
Pediatric Emergency Care 2010; 26: 763—-769.(5)




A Paralisia facial periférica idiopatica atinge homens e mulheres em mesma
propor¢céo e em todas as idades, com um pico maximo de incidéncia entre 15 e
45 anos.® Estima-se 11,5 a 40,2 casos por 100.000 habitantes com estudos
especificos demonstrando incidéncias similares em paises como Japao, Reino
Unido e Estados Unidos. A apresentacéao clinica tipica € de um acometimento subito
e unilateral do neurdnio motor inferior com surgimento de fraqueza em hemiface, dor
retroauricular, disgeusia, hiperacusia e alteracdo subjetiva da sensibilidade facial.
Esta apresentacéao clinica pode ser explicada pela construcdo anatdémica do nervo
facial, especialmente da unidao de fibras motoras, sensoriais e parassimpaticas. O
pico dos sintomas ocorre nas primeiras 48-72 horas e a severidade da paralisia se
correlaciona com a duracéo da disfung¢do do nervo, recuperagcao e comprometimento
da qualidade de vida. Apesar disso, cerca de 70% dos pacientes recuperam
espontaneamente a funcéo do nervo facial mesmo sem tratamento, com melhor
prognostico quando o inicio da recuperacao acontece nas primeiras trés semanas
e com pior prognostico quando acomete individuos com idades mais avangadas.®

Apesar de amplamente estudada, a fisiopatologia da paralisia facial periférica
idiopatica é incerta. Dentre as diversas teorias, especula-se possivel contribuicao
imune, infecciosa e isquémica no seu desenvolvimento, entre eles o papel da
reativacao do virus herpes simples (HSV) no géanglio geniculado do nervo facial.(""
A infeccdo ativa do virus pode gerar degradacao intra-axonal por resposta direta
ou indireta ao virus em fenétipos susceptiveis. Os mecanismos que podem estar
envolvidos na degeneracéo walleriana sdo a resposta imune inata contra a entrada
do HSV no sistema nervoso central (SNC), a desregulacdo da homeostase de sddio
intraneuronal e acao da imunidade celular contra componentes da mielina.®

Estudos tem apontado para uma associacdo da expressao das aquaporinas
(AQPs)comadisfuncao daconducéo neural e transmisséo sinaptica, por mecanismos
relacionados a homeostase da agua, gerando edema neural.®

As AQPs sdo uma familia de proteinas pequenas (30kDa/monémero) presentes
nas células de diversos seres vivos e responsaveis por facilitar o transporte
transepitelial de fluidos. Em mamiferos foram encontrados pelo menos 13 tipos
destas proteinas (AQP 0-12): as AQPs 1, 2, 4, 5 e 8 sao primariamente seletivas
para agua enquanto as AQPs 3, 7 e 9 (aquagliceroporinas) também transportam
glicerol e uma possibilidade de outros pequenos solutos. AQPs sao expressas
em muitos epitélios e endotélios, como nos rins, tecido glandular, alveolar e plexo
cordide, além de células que transportam pouco fluido, como células da pele e do
tecido gorduroso. Participam da regulacao de fung¢des celulares importantes como
proliferacdo e migracéo, apoptose, fagocitose e transducéo do sinal neural. Estas
funcdes ocorrem devido ao aumento da permeabilidade transmembrana celular de
agua, gerado pelo gradiente osmético de ions e solutos. As AQPs sao consideradas
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proteinas da membrana celular, com excecao da AQP2 que esta presente também
em vesiculas citoplasmaticas, sendo agregada oportunamente a membrana
plasmatica.(%4

Estudos sobre distribuicdo e regulacdo nos tecidos tém promovido evidéncias
indiretas de envolvimento das AQPs em uma variedade processos fisiologicos. As
AQPs 1-4 parecem ser responsaveis pelo mecanismo de concentracao urinaria,
tendo a mutacéo da AQP 2 aparente contribuicdo na génese do diabetes insipidos
nefrogénico. Em camundongos estudos tem mostrado participacdo destas
proteinas na fisiologia de diversos tecidos como trato respiratorio (AQP 1,3-5)("9),
musculo esquelético (AQP 4), glandulas salivares (AQP 5), epitélio ciliar dos olhos
(AQP 1) e trato gastrointestinal (AQP1, 3, 7, 10 e 11 em todo o intestino e AQP 4
e 8 especificamente no estbmago e célon).®

No sistema nervoso central (SNC) essas proteinas tém sido um foco de estudo
importante neste campo de pesquisa. E estabelecida a presenca de seis isoformas
de AQPs (AQP 1, 3, 4, 5, 8 e 9) identificadas em células do plexo corbide (AQP 1),
astrécitos (AQP 1, 3, 4, 5, 8, 9), oligodendrécitos (AQP 8), neurbnios (AQP 1, 5,
8), tanicitos (AQP9) e células ependimarias (AQP 1, 4, 9).( Dentre as AQPs mais
estudadas neste compartimento, a AQP1 tem sido encontrada de forma abundante
no epitélio do plexo coroide, responsavel pela producdo do liquor. J&a a APQ4
expressa nos astrécitos tem especificidade na regulacdo do conteudo de agua
tecidual e transito do ion potassio, sendo apontada como uma das responsaveis
pela formacgéao e resolugdo do edema cerebral.(1®19)

No sistema nervoso periférico (SNP), pouco se sabe da expressao e da funcao
das AQPs. Até o momento foram identificadas trés AQPs (AQP 1, 2 e 4), localizados
em neurdnios, células satélites e células da glia em diversos tecidos como ganglio
trigeminal (AQP 1 e 2), terminag¢des nervosas do ligamento periodontal (AQP 1),
ganglio da raiz dorsal (AQP 1 e 2), sistema nervoso entérico (AQP 1 e 4), ganglio
pancreatico (AQP 1), 6rgao vomeronasal (AQP 4), nervo ciatico (AQP 1) e nervo
facial (AQP 1 e 2).%23) Observa-se que a modificagao do gradiente osmético e a
redistribuicdo da agua entre os compartimentos intracelular e extracelular podem
contribuir para mecanismos de resposta a processos nociceptivos®, ativacao
da inflamacédo e edema presente nesses tecidos.®?9) Esses achados permitem
entender a fisiopatologia de algumas alteragdes no sistema nervoso relacionados
com as AQPs, como por exemplo a paralisia facial. E futuramente, contribuir para
o estudo molecular de medicamentos que agiriam na inibicdo da expressao dessas
proteinas.
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2| OBJETIVO

Descrever a expressao e a localizagcao histolégica da AQP 2 no nervo facial
de ratos, ap6s inducao a paralisia pela compressédo temporaria da sua porcao
extratemporal.

31 REVISAO DA LITERATURA

A AQP 2 foi inicialmente descrita na década de 1990 e identificada no
ducto coletor e tabulo coletor dos néfrons.?42% Dentro das células foi encontrada
em vesiculas intracelulares e na membrana apical, recebendo influéncia da
vasopressina, responsavel pela concentracdo urinaria, e por isso, envolvida em
diversas doengcas como diabetes insipidos nefrogénico, polidria p6s-obstrutiva e
doenca renal. Por muito tempo, a presenca da AQP 2 era apontada como exclusiva
do tecido renal, porém ao longo dos anos encontrou-se sua presenca também em
outros tecidos como trato reprodutivo®® e orelha interna.?” Corroborando com os
dados da literatura, Mobasheri e colaboradores descreveram a presenca da AQP
2 nos ductos coletores do cortex e da medula renal, ilhas pancreaticas, trompa de
falopio e células do trato gastrointestinal e foram os primeiros a descrever essa
proteina no SNP e SNC (células ependimarias, substancia branca subcortical,
hipocampo e medula espinal).®®

No SNP, estudos experimentais de Borsani e colaboradores sobre transmissao
da dor inflamatéria aguda, observaram a expressao da AQP 2 em citoplasma e
membrana celular de neurénios, células de Schwann e células satélites no ganglio
trigeminal apés estimulo perioral em camundongos.®® Em outro modelo experimental,
Buffoli e colaboradores observaram no ganglio da raiz dorsal a presenca da AQP 2
no citoplasma de neurénios e em células de Schwann, além da sua presengca em
pequenos vasos apos trauma crénico no nervo ciatico, contribuindo para elucidagao
dos mecanismos da dor neuropatica cronica.® Estes Ultimos autores, porém, nao
encontraram a presenca da AQP 2 na medula espinal, como havia sido descrito
anteriormente.®®

A semelhanca do encontrado nesses tecidos do SNP, modelos experimentais
parecem sugerir uma participacdo direta das AQPs (AQP 1 e 2) no edema do
nervo facial, contribuindo como uma potencial ferramenta para a modulacdo dos
mecanismos envolvidos na Paralisia de Bell e outras doencas com comprometimento
da funcdo deste nervo (Sindrome de Ramsay Hunt, Sindrome de Melkersson-
Rosenthal, Paralisia Facial Traumatica, etc.).2%223"

Os primeiros autores que estudaram AQPs no nervo facial foram Zhang e

colaboradores em 2013.¢%% Eles confirmaram a presenca dessa proteina nas células
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de Schwann e correlacionaram a expressdao da AQP 1 na progressao do edema
celular induzido por hipoxemia em cultura de células de Schwann extraidas do
nervo facial de camundongos. Os mesmos autores, recentemente, apresentaram
uma correlacédo positiva entre a expressao de AQP 1, o grau de paralisia facial e o
aumento do volume do nervo facial (edema neural), induzido pela infeccdo do HSV
na porcao intratemporal do nervo facial de camundongos. Foi possivel também
descrever os locais de maior concentracdo de AQP 1 no nervo facial: células de
Schwann, epineuro e células perivasculares.®"

Em paralelo, Neiva e colaboradores induziram a paralisia facial pela compresséao
da porcédo extratemporal do nervo facial e pela técnica de Western Blot (WB)
confirmaram a presenca da AQP 2 nesta por¢cao do nervo. Observaram que o pico
de expressao apoés trauma neural foi nas primeiras 24 h do procedimento cirurgico.
(22 Esta proteina poderia estar relacionada ao processo inflamatério encontrado no
edema do nervo, porém, informacdes detalhadas sobre sua localizacao (tipo celular
do tronco extratemporal do nervo facial) e regulacdo ainda ndo foram demonstradas

na literatura.

41 METODOS

4.1 Selecao dos animais e procedimento cirtirgico

O estudo descritivo e experimental foi realizado nos Departamentos de
Fisiologia (Disciplina Neurofisiologia) e Patologia com cooperacéao do Departamento
de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca e Pescoc¢o da Universidade Federal de
Séao Paulo / Escola Paulista de Medicina. O estudo foi submetido e aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA 1696281215 da UNIFESP (Anexo 1)
cumprindo todas as normas técnicas e de biosseguranca especificas para estudos
experimentais.

Foram utilizados no estudo cinco ratos machos Wistar (idade aproximada de
trés meses) mantidos em biotério em caixa coletiva (cinco animais), sob ciclo claro/
escuro de 12 horas, com livre acesso a comida e dgua, em ambiente climatizado.

Todos animais foram submetidos a um procedimento cirdrgico no dia zero
(D0O) do experimento, sob anestesia intraperitoneal. Dois cirurgides realizaram as
cirurgias sob supervisdo de uma Unica pessoa, com duracdo média de 15 minutos
cada procedimento. Em quatro ratos foi realizada a dissec¢cdo do nervo facial
direito e sua compressao transitéria padronizada (grupo LESAQ) e em um rato foi
realizada somente a dissecc¢ao de pele e tecido subcutaneo na regido retroauricular
a direita (grupo SHAM). A disseccao do segmento extratemporal do nervo facial
foi feita com auxilio do microscépio cirurgico DF-Vasconcelos® M90 e utilizada a
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técnica padronizada por Borin e colaboradores (Figura 1).%23% Os passos cirurgicos
do grupo LESAO estéo descritos a seguir:

1. Anestesia intraperitoneal com xilazina 10mg/kg e quetamina 90mg/kg;
2. Tricotomia retroauricular direita;

3. Incisdo vertical retroauricular direita interessando pele, subcutaneo e
platisma;

4. Disseccao romba e identificacdo da margem tendinosa do musculo
clavotrapeziano, do tronco e da bifurcagéo do nervo facial direito e da veia
jugular externa;

5. Compressao transitdria do tronco extratemporal com clamp metalico por
cinco minutos a aproximadamente 3 mm de sua emergéncia (entre margem
tendinosa do clavotrapeziano e veia jugular externa);

6. Fechamento da pele e subcutdneo em pontos separados com nylon 4-0;

7. Confirmagdo da paralisia facial periférica pela auséncia do reflexo de
piscamento e do movimento das vibrissas.

Auricular

posterior

/

Forame
estilomastoideo

Veia jugular
externa

SO

c’ '," I .

Figura 1. Disseccéo do nervo facial em ratos.A — Anatomia da por¢édo extratemporal do nervo
facial de ratos. B — Incisao retroauricular na pele e tecido subcutaneo a direita. C — Tendao do
musculo clavotrapeziano (seta). D — Tronco principal do nervo facial por¢éo extratemporal (seta
A) e nervo auricular posterior (seta B).

Fonte: Figura A - Adaptado de Mattox DE, Felix H. Surgical Anatomy of the Rat Facial Nerve. The American
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Journal of Otolog 1987;8(1):43-7. Figuras B, C e D - Faria SD, Testa JR, Borin A, Toledo RN. Standardization
of techniques used in facial nerve section and facial movement evaluation in rats. Braz J Otorhinolaryngol.
2006;72(3):341-7.

O rato do grupo SHAM foi submetido aos mesmos passos cirurgicos, até a
disseccgao de pele e tecido subcutaneo (1-3), e em seguida realizado o fechamento
destas estruturas com nylon 4-0.

Em todos os animais foi administrado analgésico e antibiético no pés-operatorio
e mantiveram alojados em gaiola com livre oferta de alimentos.

No dia seguinte (dia um — D1), foi confirmada clinicamente paralisia facial a
direita nos Ratos 1-4 e auséncia de paralisia facial no Rato 5. Os cinco animais foram
novamente anestesiados (anestésicos xilazina e quetamina) por via intraperitoneal,
com a sequéncia semelhante ao primeiro dia do experimento. Foi realizada inciséo
retroauricular bilateral com dissec¢ao do nervo facial seguindo os passos descritos
anteriormente e removido cerca de 3 a 8 mm do seguimento do tronco extratemporal
de ambos nervos (direito e esquerdo). Os nervos faciais direito foram intitulados L
(LESAO) ou S (SHAM), de acordo com o tipo de procedimento, e os nervos faciais
esquerdo intitulado C (CONTROLE), protocolo explicitado no Quadro 2.

ApOs procedimento cirurgico, os animais foram sacrificados com altas doses
de uretana 4%, dose 1,2g/kg via intraperitoneal, sendo sua manipulagao realizada
dentro de uma capela com a utilizacdo de EPI. O descarte da carcaca foi realizado
em lixo biolégico.

DIA DO EXPERIMENTO
GRUPO DO | D1
. LADO LADO LADO
HESE LADODIREITO  p5quERDO DIREITO ESQUERDO
~ REMOCAO REMOCAO
RATO 1 COMPRESSAO i FRAGMENTO FRAGMENTO
NERVO FACIAL
(L1) (C1)
~ REMOCAO REMOCAO
RATO 2 COMPRESSAO - FRAGMENTO FRAGMENTO
NERVO FACIAL
(L2) (C2)
~ REMOCAO REMOCAO
RATO 3 ﬁg&"\fgﬁigﬁ - FRAGMENTO FRAGMENTO
(L3) (C3)
~ REMOCAO REMOCAO
RATO 4 ﬁg&"\fgﬁigfﬁ - FRAGMENTO FRAGMENTO
(L4) (C4)
SHAM
DISSECCAO REMOCAO REMOCAO
RATO 5 PELEE - FRAGMENTO FRAGMENTO
SUBCUTANEO (S1) (SC1)

Quadro 2. Procedimentos cirlrgicos entre os grupos e respectivas lateralidades.

Nota. DO — Dia zero do experimento; D1 — Dia um do experimento.
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4.2 Processamento do material

Apés extracédo dos fragmentos do nervo facial, as dez amostras foram fixadas
durante 48h em solucéo de formaldeido tamponado a 10% com volume 20 vezes 0
tamanho da amostra.

Paraseremincluidas em parafina as amostras sofreram as seguintes operacgoes:
desidratacdo, diafanizacdo, impregnacdo em parafina e inclusdo no bloco. A
desidratacdo foi realizada com quatro banhos de alcool absoluto por 10 minutos
cada; diafanizagdo com quatro banhos de xilol por 20 minutos cada; impregnacéo
com parafina aquecida a 58-60° duas vezes de 20 minutos. Para inclusao no bloco, o
material foi colocado em uma forma de ferro fundido (Leuckaart) junto com parafina
e, apds secagem, as pecas foram cortadas com espessura de cinco micrometros no
plano axial do nervo facial.

Todos os procedimentos acima foram realizados por um unico técnico de

laboratério experiente em processamento de material em parafina.

4.3 Coloracao e imuno-histoquimica

Uma lamina para cada nervo facial foi corada em hematoxilina eosina (HE) e
o restante processado para imuno-histoquimica (IHQ) pelo método estreptavidina-
biotina-peroxidase (ABC).
De acordo com as instru¢des dos laboratorios foi realizado o seguinte protocolo
para IHQ:
1. Dissolugao da parafina na coifa em temperatura aproximada 58-60°;

2. Reidratagao das amostras em baterias de alcool;

3. Lavagem com solucdo PBS (solucédo salina tamponada com fosfato) por
cinco minutos;

4. Recuperacdo antigénica HIER (Heat Induced Epitopal Retrievel) com
tampé&o de citrato pH 6,0 por 20 minutos, com intuito de desfazer as pontes
de metileno para melhor acesso do anticorpo ao tecido;

5. Bloqueio de peroxidase enddgena com solucdo de perdxido de hidrogénio
3% por 20 minutos (quatro banhos de cinco minutos);

6. Imersdo em agua destilada por dois minutos;
7. Lavagem com solucéo PBS por cinco minutos;

8. Incubacdo do anticorpo primario policlonal anti-AQP 2 (Abcam15116®), na
titulacao 1:100, pernoitando a uma temperatura de 4°C;

9. No dia seguinte, realizado banhos com solucao PBS por 20 minutos (quatro
banhos de cinco minutos);

10. Incubacgéo do anticorpo secundario anti-coelho IgG (Vector BA1000®), na
titulacao 1:200, por 30 minutos;
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11. Banhos com solucéo PBS por 20 minutos (quatro banhos de cinco minutos);
12. Administracdo do kit ABC (Vectastain®) por 30 minutos;

13. Aplicagdo do cromoégeno 3,3 -diaminobenzadina (DAB-Dako®) na diluicéo
1 gota para 2 ml de 4gua destilada por trés minutos;

14. Contracoloragcédo com hematoxilina de Harris;
15. Desidratacdo em alcool;

16. Banhos de xilol;

17. Montagem em resina Entellan.

Para cada reacado de IHQ foi realizada uma amostra de controle negativo da
reacao (protocolo semelhante exceto pela nao incubacao do anticorpo primario) e
um controle positivo da reagéo (protocolo semelhante em amostra de rim do mesmo
animal), ambos para confirmar a validade do estudo.

Todas as laminas foram analisadas em microscopio LEICA ICC50 HD no

aumento de 40X e 10X e fotografadas através de cdmera acoplada ao equipamento.

4.4 Analise qualitativa

Todas as laminas do nervo facial coradas em HE foram avaliadas de acordo com
o aspecto morfolégico dos seus componentes (epineuro, perineuro € endoneuro),
situacdo dos feixes nervosos e das células presentes no tecido.

As laminas ap6s IHQ foram avaliadas quando a positividade da marcagao
do anticorpo anti-AQP 2 no tecido, locais prioritarios e intensidade da marcacéao
através da comparacédo com controle positivo da reacao (rim do animal) e aos

nervos controles correspondentes.

4.5 Analise estatistica

Foi feita contagem das células marcadas com o anticorpo anti-AQP 2 em
proximidade direta dos feixes nervosos. Devido sua localizagédo e caracteristicas
(intima relacdo com os axénios para a formacédo da bainha de mielina), foram
identificadas como sendo as células de Schwann presentes no nervo. Foram
contadas as células de Schwann que possuiam nucleo e coloragao do cromdgeno
simultaneamente. Para cada nervo foi feita trés contagens das células e realizada
a média e desvio padréo.

Os valores de cada contagem foram comparados entre os grupos através do
método ANOVA (One-way) e teste de comparacéo multipla de Tukey. Os resultados
foram considerados estatisticamente significantes quando p< 0,05. As anélises
estatisticas foram realizadas com o programa Statistica 8.0 (SatSoft Inc., 2008,
Tulsa, OK, USA).
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51 RESULTADOS

Pelo menos uma lamina em HE e IHQ de cada rato foi fotografada e mostrada
na sequéncia, com nomenclatura correspondendo ao protocolo ja explicitado.

Em todos os cortes em parafina do nervo facial observaram-se fragmentacéo
interna do nervo. Exceto o nervo C3, todos mantiveram a preservacao das estruturas
de sustentacdo do mesmo, perineuro e epineuro, mantendo o seu formato original.
Em alguns cortes observou-se ramificagdes do nervo em menor tamanho, adjacente
ao tronco principal. Para analise, foi levado em consideracédo o maior fragmento
do nervo naquele corte. Foi observado também, em algumas laminas, areas de
sobreposicao da amostra, porém sem prejuizo importante da sua analise. A seguir
as imagens em coloracdao HE e IHQ dos nervos (Figura 2).

Figura 2. Cortes dos nervos com coloragéo HE (a esquerda) e IHQ (a direita) no aumento
40X. (A1) e (A2) correspondem ao fragmento L1. (B1) e (B2) correspondem ao fragmento C1.
(C1) e (C2) correspondem ao fragmento L2. (D1) e (D2) correspondem ao fragmento C2. (E1)

e (E2) correspondem ao fragmento L3. (F1) e (F2) correspondem ao fragmento C3. (G1) e

(G2) correspondem ao fragmento L4. (H1) e (H2) correspondem ao fragmento C4. (I11) e (12)
correspondem ao fragmento S1. (J1) e (J2) correspondem ao fragmento SC1.

Difusdo do Conhecimento Através das Diferentes Areas da Medicina 3 Capitulo 8




Observou-se degeneracéo walleriana, compreendida pela fragmentacao dos
axoénios, em 40% dos nervos (C1, L2, L4 e C4). Estes achados foram mais evidentes
nos cortes com coloracéo HE, visto nas Figuras 3-6.

Figura 3. Corte de C1 em HE. Observam-se, nas setas aprontadas, areas difusas de
vacuolizagdo e degeneragao do axénio (aumento 40X).

Figura 4. Corte de L2 em HE. Nas setas apontam-se degeneracao walleriana com vacuolizagdo
dos ax6nios (aumento 40X).
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Figura 5. Corte de L4 em HE. Observa-se nas pontas das setas perda da arquitetura dos
axoOnios e das células de Schwann (aumento 40X).

Figura 6. Corte de C4 em HE. As setas apontam para areas de vacuolizacdo dos feixes
nervosos (aumento 40X).

Com relacdo a IHQ, o anticorpo anti-AQP 2 foi testado no rim dos ratos e
confirmado a positividade da reacéo (controle positivo da reacdo) como mostrada
na Figura 7. A marcacéo do anticorpo (coloragdo em marrom) foi mais evidente nos
ductos coletores do rim do animal e especificamente na membrana plasmatica e

citoplasma das células.
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Figura 7. Controle positivo da reac¢édo. Corte do rim no aumento 10X (esquerda) e 40X (direita).

O controle negativo da reacao foi realizado para cada nervo correspondente,
confirmando a auséncia de marcacao do cromogeno no tecido (Figura 8),
minimizando a possibilidade de reagao inespecifica ao anticorpo. Apesar de néo ter
tido marcacéo nos axdnios e em outras células, em algumas laminas foi observado

marcacao em vasos dentro e fora do nervo.

30 AT
B A

Figura 8. Controle negativo da reagéo. Corte L4 aumento 40X — A (esquerda) realizada
incubacéo de anticorpo primario; B (direita) ndo realizada incubagdo do anticorpo primario
(controle negativo).

Todos os dez fragmentos de nervo facial apresentaram positividade para o
anticorpo anti-AQP 2. Foi observada em alguns nervos a marcag¢ao do anticorpo
no tecido conjuntivo do epineuro. Esta marcacao foi inconstante, ocorrendo em
vasos sanguineos e células extravasculares. Como o epineuro ndo estava presente
em todas as amostras, ndo foi possivel concluir a caracterizacdo da expressao da
AQP 2 nesta regidao. A Figura 9 mostra o aspecto morfolégico do nervo facial com
as estruturas do perineuro e epineuro e suas marcagdes do anticorpo anti-AQP 2.
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Figura 9. Aspecto morfolégico do nervo facial em corte transversal (L4). Seta espessa e curta —
Perineuro; Seta fina e longa — Epineuro; Cabeca de seta — marcagéo do anticorpo anti-AQP 2

em tecido conjuntivo do epineuro (aumento 10X).

A marcacdo da AQP 2 dentro do nervo facial foi observada com maior
intensidade em células de Schwann, células perivasculares (endotélio) e dentro
dos vasos sanguineos. Em menor intensidade, foi observada no citoplasma dos
axobnios e das células do perineuro. A marcacao do anticorpo anti-AQP 2 em todas
as situacodes foi predominantemente citoplasmatica, ndo podendo, na maioria dos
casos, afastar a marcacao na membrana plasmatica dessas células (Figuras 10 e
11).

’.

Y
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Figura 10. Marcagéo do anticorpo em células de Schwann e axénios. Seta espessa e curta
mostra célula de Schwann com marcagao em seu citoplasma. Seta fina e longa mostra conjunto
de feixes nervosos com marcagéo dentro do seu citoplasma (aumento 40X).

Figura 11. Marcagao do anticorpo em vaso sanguineo e perineuro. Seta espessa e curta mostra
vaso sanguineo com marcagao no seu interior e nas células do endotélio. Seta fina e longa
mostra marcagdo em célula do perineuro.

A contagem das células de Schwann relevou uma média de 21,8+10 células
positivamente marcadas para a AQP 2 no lado direito (LESAO e SHAM) e 15,945, 1
de células positivas para os nervos do lado esquerdo (CONTROLES). Nos nervos
a direita, o L4 foi que teve maior numero de células de Schwann positivas, em
contrapartida nos nervos a esquerda, C1 que teve maior contagem. A contagem
de células foi sempre maior no nervo direito comparado ao esquerdo, exceto no
rato SHAM em que o numero de células de Schwann positivas foi o dobro no nervo
controle. Esse fato ocorreu devido a fragmentacdo e perda de tecido no centro
do nervo S1, diminuindo a contagem global das células. Abaixo, Tabela 1 com os
resultados da contagem de células de Schwann positivas.

CONTAGEM DAS CELULAS DE SCHWANN IMUNOMARCADAS

EDIA DA MEDIA DA
NET)‘:gE':’T‘g'AL c0NTAMGEM DE CADA N'ég‘é%gagg“' CONTAGEM DE CADA
NERVO E DP NERVO E DP

L1 28,7415 C 2342

L2 294114 c2 1641

L3 15,9+1,5 c3 73412

L4 331 ca 17

S 8,7425 sCi 18+3,5

MEDIA GERAL E DP 21,8+10 MEDIA GERAL E DP 15,0151

Tabela 1. Contagem de células de Schwann positivas para a marcagao da AQP 2 em cada
nervo facial.

Nota. DP — Desvio Padrao.
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A comparacdo entre nervos submetidos a intervencdo (LESAO ou SHAM) e
seu respectivo controle mostrou uma significancia estatistica (p<0,05) somente
entre os nervos L2-C2 e L4-C4. Quando comparado os nervos do grupo LESAO
com nervo do grupo SHAM foi observado significancia estatistica entre L1, L2 e

L4 com S1, tendo os nervos que sofreram lesdo maior contagem comparado ao

SHAM. Ja quando foi comparado nervo controle do grupo LESAO e controle do

grupo SHAM, observou-se significancia estatistica com maior contagem no nervo

SC1 comparado a C3. Este achado pode estar relacionado ao menor tamanho do

nervo C3 comparado aos demais e por isso, menor contagem absoluta de células

de Schwann. Estes resultados estao mostrados na Tabela 2 e 3.

CONTAGEM DAS CELULAS DE SCHWANN IMUNOMARCADAS

COMPARACOES ENTRE NERVOS p (<0,05) IC MiNIMO (95%)  IC MAXIMO (95%)
L1 X C1 NAO -4,406 15,74
L2 X c2 SIM 5,11 22,56
L3 X C3 NAO -0,2231 17,22
L4 X c4 SIM 5,927 26,07
S1 X SC1 NAO -19,41 0,7392

Tabela 2. Comparagéo entre contagem das células de Schwann imunomarcadas dos nervos
faciais direito e esquerdo de cada animal.

Nota. IC — Intervalo de Confianca em 95% das chances.

CONTAGEM DAS CELULAS DE SCHWANN IMUNOMARCADAS

COMPARACOES ENTRE NERVOS p (<0,05) IC MiNIMO (95%)  IC MAXIMO (95%)
L1 X S1 SIM 9,927 30,07

L2 X S1 SIM 10,26 30,41

L3 X St NAO -1,556 15,89

L4 X St SIM 14,26 34,41

C1 X SC1 NAO -5,073 15,07

c2 X SC1 NAO -11,56 5,89

C3 X SCH1 SIM -20,74 -0,5941

c4 X SCH1 NAO -11,07 9,073

Tabela 3. Comparacéo entre contagem das células de Schwann imunomarcadas entre os
nervos do grupo LESAO e grupo SHAM.

Nota. IC — Intervalo de Confianca em 95% das chances.

Abaixo fotos dos nervos L1-L4 e S1 com respectivos nervos controles apés

IHQ. Percebe-se marcacao do anticorpo em todos os nervos (Figura 12).
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Figura 12. Cortes das laminas de IHQ do grupo lesdo (L1-L4) e do grupo SHAM (S1) com
respectivos controles (aumento 40X). Figura A1 — nervo L1; Figura A2 — nervo C1; Figura B1 —
nervo L2; Figura B2 — nervo C2; Figura C1 — nervo L3; Figura C2 — nervo C3; Figura D1 — nervo
L4; Figura D2 — nervo C4; Figura E1 — nervo S1; Figura E2 — nervo SC1.

Na sequéncia, aspecto morfolégico de cada nervo facial apés IHQ no pequeno
e grande aumento (Figuras 13-22).
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Figura 13. Corte de L1 em IHQ no aumento 10X (esquerda) e 40X (direita).

g

Figura 15. Corte L2 em IHQ no aumento 10X (esquerda) e 40X (direita).
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Figura 18. Corte de C3 em IHQ no aumento 10X (esquerda) e 40X (direita).
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Figura 19. Corte de L4 em IHQ no aumento 10X (esquerda) e 40X (direita).
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Figura 21. Corte de S1 em IHQ no aumento 10X (esquerda) e 40X (direita).
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Figura 22. Corte de SC1 em IHQ no aumento 10X (esquerda) e 40X (direita).

6 | DISCUSSAO

Varios estudos tém demonstrado funcdes fisioldgicas da familia das AQPs no
SNC, porém poucos autores descreveram a presenca destas proteinas no SNP. A
primeira evidéncia de expressao da aquaporina no SNP foi feita por Matsumoto e
colaboradores os quais detectaram a AQP 1 no ganglio trigeminal, desenvolvendo o
conhecimento da localizacao celular, regulacéo e fungao desta proteina no SNP.G%
Desde essa descoberta, trés das 13 AQPs foram encontradas no SNP (AQP 1,2 e 4),
localizados no génglio trigeminal, terminacdes nervosas de Ruffini, ganglio da raiz
dorsal, sistema nervoso entérico, ganglio pancreéatico, érgao vomeronasal, nervo
ciatico e mais recentemente, no nervo facial.?*?® Esses achados tém contribuido
para a elucidagao de respostas celulares envolvidas em neuropatias periféricas.

No nervo facial, a primeira aquaporina identificada foi a AQP 1, que teve sua
atuacao comparada a AQP 4 no SNC, devido a sua expressao estar correlacionada
ao controle da homeostase de dgua. A sua expresséo ja foi descrita por métodos de
imunofluorescéncia (IF), WB e PCR, e parece influenciar na morfologia das células
de Schwann e no edema do nervo, diminuindo a transmissdo do sinal neural.%3"

A demonstracdo da presenca da AQP 2 no nervo facial por Neiva e
colaboradores® trouxe a possibilidade da AQP 2 exercer, no SNP, funcao
correspondente a da AQP 4 no SNC. Esse estudo correlacionou o aumento de
sua expressao, analisada pelo WB, com o maior grau da paralisia facial em ratos e
mostrou uma diferenca significativa entre a expressao da AQP 2 no lado submetido
a compressao e o lado controle no 1° dia de avaliagdo, com declinio dos resultados
nos 3° e 7° dias de avaliacdo. Por esse motivo, em nosso estudo, foi optado por
remover o fragmento do nervo facial apds 24h da intervencéao, de forma a aumentar
a sensibilidade de analise da AQP 2 pelo método de IHQ.

Apesar de todos os animais do presente estudo terem sido submetidos ao

procedimento cirargico semelhante quanto a técnica e execugéo, foram observados
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padrbes diferentes de respostaaotraumaagudo. Alguns ratos reagiram acompresséo
ou dissecc¢ao do leito do nervo facial mais precocemente que os demais, com maior
intensidade na marcag¢ao do anticorpo anti-AQP 2 (por exemplo, ratos 1 e 4) e/ou
presenca de sinais de degeneracao do nervo (por exemplo, ratos 1, 2 e 4).

A degeneracéao walleriana, processo catabolico em que o axénio e a bainha de
mielina comegcam a fragmentar-se e as células de Schwann a proliferar, assumindo
o papel de fagocitos do material degenerado, ocorre horas logo ap6s o insulto e
geralmente se completa na segunda semana, acompanhado de regeneracéo das
fibras nervosas.®) No atual estudo foi observado degeneracao walleriana em 40% da
amostra, dois nervos que foram submetidos a leséo e dois nervos controles da lesao.
Este achado mostra que a degeneragdo também ocorreu, surpreendentemente, em
nervo contralateral a lesao, apesar de n&o ter sido identificada nenhuma paralisia
facial a esquerda nos animais. Este resultado favorece a ideia de que talvez existam
mecanismos centrais na resposta celular ao dano.

O aspecto morfoldégico do nervo facial encontrado no nosso estudo diferiu do
descrito na literatura, em quem a coesao do nervo tem caracteristica importante para
a definicao e diferenciagcao das estruturas neurais (endoneuro, perineuro e epineuro),
das células de Schwann e axénios. Assim, acreditamos que a fragmentacédo do
tecido neural, no presente estudo, possa ser considerada nosso principal viés. Essa
fragmentacao encontrada pode ter sido resultado de falha no processamento (fixacéo,
desidratacdo, diafanizacdo, impregnacao e incluséo) ou dificuldade no manuseio
do material, visto a pequena dimensédo das amostras teciduais (3 a 8 mm). Uma
outra possibilidade a ser considerada é que os banhos de xilol, capaz de promover
uma dissolucao da gordura, possam ter lesado a bainha de mielina, gerando uma
imagem negativa desta estrutura na amostra. Para evitar este fendbmeno, o material
poderia alternativamente ser processado congelado ou montado em resina tipo
Araldite®. Porém deu-se preferéncia a utilizar cortes incluidos em parafina, técnica
na qual a equipe possuia maior experiéncia. Foi observado ainda, em alguns cortes,
uma sobreposicao de tecido, que pode ter ocorrido no momento da preparagao das
laminas. Apesar disso nenhum nervo teve sua analise totalmente prejudicada.

Para validagdo da IHQ, os controles positivos e negativos da amostra foram
usados e confirmados em todas as reacdes. Porém, observou-se em alguns nervos
a marcacédo da AQP 2 dentro de vasos sanguineos. Este achado néo inviabilizou
o resultado j&4 que as células de Schwann, axdnios e outras estruturas foram
negativas para a reacéo. Pode ter sido resultado de uma inativacao insuficiente de
enzimas endobgenas (peroxidase endbogena) presentes nas hemacias ou mesmo
pela presenca da AQP 2 nos vasos e células perivasculares, como ja relatados em
estudos prévios. @930

Todos os nervos estudados apresentaram positividade para a AQP 2 na IHQ,
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independentemente do tipo de intervencéo realizada e de qual lateralidade. Este
dado leva a possibilidade de que a AQP 2 tem sua expressao continuada no tecido
independente de estimulo, podendo aumentar sua fungcao a determinados insultos.
Este resultado confirma o achado de Neiva e colaboradores em que a expressao da
AQP 2 por WB estava presente tanto no nervo submetido a lesdo quanto no nervo
controle.®

A expressao do anticorpo anti-AQP 2 em células de Schwann e citoplasma
de neurbnios (axdnios), corroborou com encontrado no estudo de Borsani e
colaboradores®®. Neste estudo foi avaliado a AQP 2 através de IHQ apés inducao
a dor inflamatoria aguda pela injecdo de solucédo salina ou formalina em géanglio
trigeminal de camundongos. A proteina foi positiva no citoplasma e membrana
plasmética de neurdnios, ausente em células de Schwann e em células satélites
tanto no grupo controle quanto no grupo de solugcdo salina. Quando realizado a
injecdo de formalina, houve uma modificacdo da expressdao em neurdnios e
surgimento da expressdo em células de Schwann e células satélites. Este estudo
mostra que a AQP 2 esta também constante no ganglio trigeminal, a semelhancga
dos nossos resultados, porém especificamente nas células de Schwann a sua
expressao somente ocorreu apos estresse tecidual agudo.

O estudo de Buffoli e colaboradores, que avaliou a presenca da APQ 2 em
géanglios da raiz dorsal de ratos ap6s ligadura do nervo ciatico também apresentou
resultados semelhantes ao presente estudo.®? Estes autores encontraram expressao
da AQP 2 no citoplasma dos neurdnios dessas células. Algumas células de Schwann
também estavam marcadas e os vasos sanguineos tiveram sua marcacdo bem
expressiva. A dupla marcacao por imunofluorescéncia da AQP 2 com o marcador
de endotélio (CD31) confirmou a expressdo em células endoteliais e a marcacéao
com S100 confirmou a presenca nas células de Schwann. Por outro lado, nao foi
encontrado AQP 2 no nervo ciatico desses animais e nem na medula espinal.

A contagem das células de Schwann imunorreativas para AQP2 foi o método
utilizado para quantificar um dos tipos de marcacéao da AQP 2 no nervo facial. Houve
significancia estatistica entre contagem no nervo submetido a lesdo e no nervo
controle em dois animais (50% dos casos), concluindo, portanto, que o trauma
agudo aumenta a expressao da AQP 2 apés 24h do insulto. Quando comparado
grupo LESAO com grupo SHAM houve diferenca estatistica em trés casos. Devido
ao nervo S1 ter tido fragmentacéo central e a contagem de células de Schwann ter
sido baixa nesse nervo, essa ultima comparacao pode ter sido superestimada. A
relacdo entre SC1 e C3 que também teve significancia estatistica, pode também ter
sido equivocada, devido pequeno tamanho do nervo C3, gerando uma contagem
de células de Schwann imunorreativas para AQP2 menor que todo o grupo. Para
melhor definicdo da influéncia da disseccao préximo ao leito do nervo facial (SHAM)
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na expressao da AQP 2 é necessario um maior nUmero de animais nesse grupo.

A confirmacéo da AQP 2 no nervo facial e sua localizagdo predominante em
células de Schwann, células perivasculares (endotélio), perineuro e citoplasma dos
axonios traz semelhancgas entre esta proteina e a AQP 1 nesse tecido. Os achados
na literatura da participacédo da AQP 2 em mecanismos nociceptivos relacionados
a reacao inflamatéria aguda, devido a modificacdo do gradiente osmético e a
redistribuicdo de 4gua no tecido nervoso periférico, aliado aos achados de edema do
nervo facial associada a aumento da expressdo da AQP 1 no tecido, reforca a idéia
de que a AQP 2 também possa influenciar na instalagao do processo inflamatério e
disfuncado do nervo facial.(029-31)

Ao nosso ver, 0s proximos passos para melhor entendimento desse processo
seriam a quantificacao da expressao da proteina através da intensidade da marcacéao
do cromdgeno pelo método I0OD (/Integrated Optical Density); avaliagdo da expressao
concomitante da proteina com o edema do nervo e a instalacéo da paralisia facial;
e realizacao de IF com dupla marcacéo de anticorpos contra células derivadas da
crista neural (células de Schwann - proteina S-100), marcadores de endotélio (CD-
31) e marcadores de axénios (neurofilamento - NF) buscando definir com melhor
precisdo em qual célula esta proteina é expressa. Apds estas intervencoes, seria
possivel elucidar o nivel de expressdo da AQP 2 que corresponde ao edema e a
disfuncéo do nervo e com o melhor detalhamento da sua localizagdo, identificar
mecanismos moleculares capazes de impedir a progressao do processo inflamatério
tecidual.

71 CONCLUSAO

Este estudo, inédito na literatura, contribuiu para a confirmacgao da presenca da
AQP 2 na porcéo extratemporal de nervo facial de ratos e é considerado um estudo
inicial sobre a localizacéo dessa proteina pela IHQ. A expresséao foi mais evidente
em células de Schwann e em células perivasculares (endotélio) mas também esteve
presente em citoplasma de axdnios, perineuro e epineuro. Por ter sido encontrada
em todos os nervos estudados, conclui-se que a AQP 2 tem presenca constante
no nervo facial, independentemente do estimulo ao tecido, mas a sua expressao €
maior nos nervos submetidos a compressao comparados aos controles.
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