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RESUMO

Em cadaveres humanos o estudo histologico de nervos espinais e cranianos tem sido
complementar a descricdo do seu trajeto anatdmico, norteando assim procedimentos
cirurgicos e de blogueio. O objetivo deste trabalho foi descrever a localizacdo anatdmica do
nervo massetérico e identificar qual técnica histolégica mais indicada para analisar
morfometricamente as fibras nervosas mielinizadas de cadaveres fixados pds-congelamento
do acervo do Laboratorio de Anatomia Humana da UFRGS. Foram utilizados 4 cadaveres
caucasianos do género feminino com faces integras, totalizando 8 hemifaces estudadas. Dois
cadaveres foram recém-retirados das cubas de formol e os outros dois ja estavam em mesas de
estudo ha 1 ano e banhados com solucdo de preservacdo. O posicionamento do nervo
massetérico e da artéria massetérica em relacdo ao tragus e ao arco zigomatico foram
registrados através do uso de um paquimetro digital. Em cada hemiface, ap0s o registro de
medidas foi coletado um segmento do nervo, antes da sua ramificagéo, o qual foi dividido em
duas partes iguais. Cada parte foi utilizada para uma técnica especifica: RA - inclusdo em
resina acrilica com coloracdo em Azul de Toluidina e PHE - inclusdo em parafina com
coloracdo em Hematoxilina-Eosina. Para andlises histoldgicas e morfométricas, as imagens
dos cortes transversais dos nervos do lado direito de dois cadaveres, sendo um da cuba de
formol e um da mesa de estudo foram capturadas e digitalizadas com um microscépio Nikon
Eclipse E-600 (Japan) acoplado a uma camera de alta performance CCD. Para analise das
imagens foi usado o Software ZEN 2.3 (Zeiss). Foram realizadas medidas da area de sec¢éo
transversa do nervo e da densidade de fibras nervosas mielinizadas e mensuraveis. De acordo
com os resultados o nervo esteve localizado na profundidade do masculo masseter a 32,3+2,6
mm de distdncia do tragus e a 8,2+0,9 mm de distancia do arco zigomaético. A artéria
massetérica apresentou-se imediatamente posterior e inferior ao nervo em todos os cadaveres.
Ambos estavam posicionados a 10,1+0,9 mm da superficie. O cadaver oriundo da cuba
apresentou a melhor preservacdo microscopica do nervo massetérico, quando comparado com
0 da mesa, e isso ficou melhor evidenciado pelo processamento histolégico RA em relacdo ao
PHE. Os ax6nios do nervo oriundo do cadaver da cuba, processado com a técnica RA,
apresentaram-se com aspecto circular bem definido, as bainhas de mielina bem coradas e
homogéneas em meio a tecido conjuntivo sem rupturas. Este mesmo nervo no processamento
em PHE apresentou-se com retracdo axonal, ma definicdo das fibras nervosas e com a
presenca de espacamentos endoneurais. A area de seccdo transversa do nervo deste cadaver
foi menor que a dos outros e ele também apresentou uma densidade maior de fibras nervosas
mielinizadas e identificaveis. Em conclusdo, o nervo massetérico esteve localizado a cerca de
3,2 cm anteriormente ao tragus, 0,8 cm inferiormente ao arco zigomatico e a cerca de 1 cm de
profundidade. A melhor técnica histoldgica para analisar morfometricamente as fibras
nervosas mielinizadas de cadaveres fixados pds-congelamento do acervo do Laborat6rio de
Anatomia Humana da UFRGS foi a RA. Adicionalmente, o corpo oriundo da cuba de formol
mostrou ter melhor preservacao estrutural do nervo massetérico em comparacdo com cadaver
oriundo das mesas de estudo.

Palavras-chave: nervo massetérico, fibra nervosa, anatomia, histologia, morfometria.



ABSTRACT

The histological study of spinal and cranial nerves in human cadavers has been
complementary to the description of its anatomical path, guiding surgical procedures. The
objective of this work was to describe the anatomical location of the masseteric nerve and
identify the most efficient histological technique for the morphometric analyses of the
myelinated nerve fibers of post-freezing fixed cadavers from the Laboratory of Human
Anatomy of UFRGS. Four caucasian female cadavers with intact faces were used, totaling 8
hemifaces studied. Two corpses were freshly removed from the formaldehyde vats and the
other two were already on study tables for 1 year and bathed with preservation solution. The
positioning of the masseteric nerve and the masseteric artery in relation to the tragus and the
zygomatic arch were measured by using a digital caliper. In each hemiface, a nerve segment
was collected after measurement immediately before its branching, and was divided into two
equal parts. Each part was used for a specific technique: RA - inclusion in acrylic resin with
Toluidine Blue staining and PHE - inclusion in paraffin with Hematoxylin-Eosin staining. For
the histological and morphometric analyses, the images of the cross-sectional sections of the
nerve segments on the right side of two cadavers, one from the formaldehyde vat and one
from the study table, were captured and digitized with a Nikon Eclipse E-600 (Japan)
microscope coupled to a High performance CCD camera. The software ZEN 2.3 (Zeiss) was
used to analyze the images. The cross-sectional area of the nerve and the density of the
measurable myelinated nerve fibers were measured. According to the results, the nerve was
located at the depth of the masseter muscle at 32.3 £ 2.6 mm from the tragus and at 8.2 + 0.9
mm from the zygomatic arch. The masseteric artery was immediately posterior and inferior to
the nerve in all corpses. Both were positioned at 10.1 + 0.9 mm from the surface. The cadaver
from the vat presented the best microscopic preservation of the massetric nerve when
compared to the nerves of the cadaver from the laboratory table. This was further bought to
evidence by the RA histological processing in relation to the PHE. The axons of the nerve
from the cadaver of the vat processed with the RA technique presented well-defined circular
appearance, well-stained and homogeneous myelin sheaths in the middle of connective tissue
without ruptures. This same nerve in the PHE processing presented with axonal retraction,
poor definition of nerve fibers and with the presence of endoneurial spaces. The cross-
sectional area of the nerve from the vat was smaller than that of the others and presented a
higher density for myelinated and identifiable nerve fibers. In conclusion, the masseteric
nerve was located about 3.2 cm anterior to the tragus, 0.8 cm inferior to the zygomatic arch
and about 1 cm deep. The best histological technique for the morphometric analyses of the
myelinated nerve fibers of the fixed post-freezing cadavers from the Laboratory of Human
Anatomy of UFRGS was RA. Additionally, the cadaver from the formaldehyde vat showed to
have better preservation of the massetric nerve in comparison with cadaver from the study
tables.

Keywords: masseteric nerve, nerve fiber, anatomy, histology, morphometry.
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1 INTRODUCAO COMPREENSIVA

O sistema nervoso pode ser didaticamente organizado em sistema nervoso periférico
(SNP), formado pelos nervos e génglios e sistema nervoso central (SNC), formado pelo
encéfalo e pela medula espinal (YOUNG et al., 2007; KIERSZENBAUM & TRES, 2008). De
acordo com o critério funcional, o sistema nervoso somatico representa a parte do sistema
nervoso que possui uma parte aferente que transmite impulsos dos receptores periféricos ao
SNC para interpretacdo, e a parte eferente que leva impulsos do SNC ao musculo esquelético.
O sistema nervoso visceral leva impulsos dos receptores das visceras ao SNC e impulsos de
volta do SNC aos receptores das visceras como nos musculos liso e cardiaco e nas glandulas
exocrinas (MACHADO, 2006; DRAKE et al., 2010).

Os nervos do SNP incluem nervos espinais (31 pares), que estdo conectados com a
medula espinal e nervos cranianos (12 pares), que estdo conectados com o encéfalo. Os
nervos podem ser puramente sensitivos, puramente motores ou mistos. Os nervos sensitivos e
motores possuem neurbnios sensitivos (somaticos e viscerais) cujo corpo celular encontra-se
dentro de um ganglio sensitivo, localizado fora do SNC. Os nervos motores possuem axonios
de neurdnios eferentes somaticos cujos corpos celulares estdo localizados no SNC. Existem
nervos motores gque apresentam componentes neuronais viscerais e sdo formados por axénios
de neurdnios pré-ganglionares, cujos corpos sdo encontrados no SNC e também podem ter
axdnios de neurdnios pos-ganglionares, cujos corpos celulares estdo dentro de ganglios
motores viscerais no SNP. Os nervos mistos apresentam componentes sensitivos e motores
(STEVENS & LOWE,1995; ELLIS, 2006; STANDRING, 2010; DRAKE et al., 2010).

Os nervos espinais sdo nervos que se conectam com a medula espinal e inervam 0s
membros, o tronco e algumas partes da cabeca (MACHADO, 2006). H& 31 pares de nervos
espinais. Eles tém uma distribuicdo segmentar e saem do canal vertebral entre os pediculos
das vértebras adjacentes, atravessando os forames intervertebrais. De acordo com Dangelo e
Fattini (2002) os nervos espinais sdo os cervicais (C1 a C8), toracicos (T1 a T12), lombares
(L1 a L5), sacrais (S1 a S5) e coccigeo (Col). Cada nervo se liga a medula espinal por raizes
posteriores e anteriores. As raizes posteriores sdo aferentes e enviam impulsos nervosos para
0 SNC (SNELL, 2010). As raizes anteriores, sdo eferentes e seus corpos celulares situam-se
na substancia cinzenta da medula espinal (DANGELO & FATTINI, 2002). O nervo espinal
(misto) ramifica-se em ramo anterior e posterior apds atravessar o forame intervertebral. O

ramo posterior inerva 0s musculos e também conduz informagdes sensitivas do dorso, e 0
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ramo anterior inerva 0s musculos e também conduz informacdes sensitivas advindas dos
membros e parede anterolateral do tronco (DRAKE et al., 2010; SNELL, 2010).

Os nervos cranianos estdo associados ao encéfalo e, a maior parte faz conexdo com o
tronco encefalico, excecdo 0s nervos optico e olfatorio que se associam ao diencéfalo e
telencéfalo (MACHADO, 2006). Os 12 pares de nervos cranianos saem do encéfalo e
atravessam os forames do cranio recebendo niimeros romanos para sua identificagdo, na
ordem de cranial para caudal (I a XII). Existem nervos cranianos que sdo funcionalmente
mistos (V - trigémio, VII - facial, IX - glossofaringeo, X - vago), enquanto outros nervos
cranianos tém funcdes exclusivamente sensoriais (I — olfatorio, Il - O&ptico, VIII -
vestibulococlear) ou motores (Il - oculomotor, 1V - troclear, VI - abducente, XI - acessorio,
XII - hipoglosso) (SNELL, 2010; STANDRING, 2010). Os nervos | e Il ttm conexdes com 0
cérebro, enquanto os outros 10 pares de nervos cranianos (11 ao XII) tém conexdo com
nucleos localizados no tronco encefalico (MOORE et al., 2014).

O nervo periférico é constituido basicamente por fibras nervosas e tecido conjuntivo.
O epineuro, perineuro e endoneuro formam o tecido conjuntivo que envolve o nervo
periférico, os fasciculos de fibras nervosas e as fibras nervosas, respectivamente, e cuja
funcéo é organizar e proteger a fibra nervosa (STEVENS & LOWE,1995; FLORES et al.,
2000). O epineuro € a parte do tecido conjuntivo denso fibroso (YOUNG et al., 2007) que
circunda o nervo e envia septos para seu interior, conduzindo vasos sanguineos e linfaticos
para seu suprimento vascular (MACHADO, 2006). Isso é importante porque para 0
endoneuro realizar troca de substratos de metabolizacdo e produtos de degradacdo com a
corrente sanguinea, ele depende dos vasos sanguineos da bainha epineural que penetram no
endoneuro (ROSS & WOJCIECH, 2011). O perineuro é a parte que envolve os feixes
(fasciculos) de fibras nervosas (MACHADO, 2006) e é formado por camadas de células
perineurais achatadas e justapostas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Ele vai da zona da
transicdo do SNC até a periferia, onde termina de maneira aberta nas juncdes
neuromusculares e terminagdes ndo encapsuladas (STANDRING, 2010). Sua funcéo é regular
a pressdo intrafascicular e 0 meio osmético dentro do endoneuro, e também funcionar como
protetor do nervo contra agentes infecciosos (FLORES et al., 2000). As células do perineuro
possuem jungdes oclusivas que sdo fundamentais na formacao da barreira hematoneural, que
regula difusdo de metabolitos entre o neurdnio e corrente sanguinea (ROSS & WOJCIECH,
2011). O endoneuro € a parte delicada e frouxa do tecido conjuntivo que envolve cada fibra
nervosa (MACHADO, 2006; YOUNG et al., 2007; SNELL, 2010). E formado

predominantemente por fibras reticulares sintetizadas pelas células de Schwann gque envolvem
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0s axonios dentro da bainha perineural JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008; STANDRING,
2010).

As células de Schwann formam tanto a bainha de mielina (BEAR, 2002), dos axdnios
motores e sensitivos (MACHADO, 2006). Nas fibras mielinicas, cada célula de Schwann
forma um pequeno cilindro pelo qual passa 0 axénio (STANDRING, 2010). Ao longo desta
fibra, ocorrem interrupcfes da bainha em alguns pontos chamados nddulos de Ranvier, e a
porcdo do axbnio envolta por uma célula de Schwann, entre dois nédulos de Ranvier, é
chamada internodo (FLORES et al., 2000; YOUNG et al., 2007). As células de Schwann
maduras mielinizantes diferem-se das células de Schwann maduras ndo mielinizantes por
possuir em vérias proteinas de mielina (STANDRING, 2010). A bainha de mielina € um
isolamento lipidico que reveste axdnios para protegé-los e aumentar a velocidade de conducgéo
do impulso. Assim sendo, quanto maior a bainha de mielina mais rapido a transmissdo do
impulso ao longo axdénio (PURVES et al., 2008; MOORE et al., 2014). A mielina serve como
isolante elétrico, assim a carga permanece no citosol durante a transmissdao ao longo do
axdnio até chegar ao nodulo de Ranvier, onde despolariza a membrana desta regido,
provocando a abertura de canais de sodio dependentes de voltagem no nédulo. O influxo de
fons de sodio renova o potencial de acdo a ser propagado ao longo do préximo internodo
(BOLSOVER et al., 2004). Essa geracdo de potencial de acdo nédulo a nédulo é chamada
conducao saltatéria (EROSCHENKO, 2008).

Os axonios amielinicos podem ter didmetros geralmente entre 1 pm a 2 pum
(STANDRING, 2010), onde um conjunto de cerca de 10-15 axénios estdo circundados por
superposicdo de células de Schwann (MACHADO, 2006). Vérios axdnios podem ser
envolvidos por uma Unica célula de Schwann (FLORES et al., 2000). Nos axonios
amielinicos, ndo ocorre a presenca de nédulos de Ranvier, uma vez que uma bainha continua
¢ formada pelas células de Schwann (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). Assim, a
conducdo de impulsos ndo depende dos canais de sodio que se situam nos nodulos de Ranvier.
Sua propagacao depende do fluxo através de canais ibnicos presentes ao longo de todo o
axonio para a regido ativa da membrana (MORELL & QUARLES, 1999). A conducdo de
impulsos desses axonios é comparativamente lenta, em relacdo aos ax6nios mielinizados
(STANDRING, 2010).

O nervo trigémeo (V) é o principal nervo sensitivo da face e possui um componente
motor que inerva 0os musculos da mastigagdo. Os corpos dos neurdnios deste nervo estdo no

nicleo motor, localizado na ponte, no nucleo sensitivo que se localiza ao longo do tronco
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encefalico, e na porcéo cervical da medula espinal. Também existem corpos de neurénios
sensitivos deste nervo localizados no ganglio trigeminal.

Trés nlcleos constituem o nucleo sensitivo do trigémeo. O nucleo mesencefalico situa-
se no tegmento da ponte, onde as fibras proprioceptivas sdo recebidas e informacoes sobre a
propriocepcdo dos musculos de mastigacdo sdo fornecidas (SGARBI et al., 2009;
STANDRING, 2010). O nucleo sensitivo principal situa-se na profundidade do tegmento na
parte média da ponte, e é responsavel pela integracdo tatil do nervo trigémio (SGARBI et al.,
2009). O nucleo trigeminal espinal recebe impulsos de dor e temperatura pela medula cervical
superior (VAN EIJDEN & LANGENBACH, 2017). As fibras sensitivas da raiz do trigémeo
dividem-se de maneira que 50% formam em ramos ascendentes e descendentes enquanto 0s
outros 50% entram na parte posterior da ponte. Os ramos ascendentes terminam no nucleo
sensitivo principal e os ramos descendentes no nucleo espinal (SNELL, 2010; STANDRING,
2010)

O nervo oftadlmico (NC V1), o nervo maxilar (NC V2) e a parte sensitiva do nervo
mandibular (NC V3) sdo as trés divisdes do ganglio trigeminal sensitivo (DRAKE et al.,
2010; ESTEVES et al., 2009). A inervacao promovida por eles é parecida aos dermatomos da
inervacdo cutanea por nervos espinais, com a unica diferenca sendo nenhuma ou pequena
superposicdo dessas trés divisGes trigeminais, pois cada uma inerva uma area especifica
(MOORE et al., 2014). Quanto a organizacdo somatotopica das trés divisdes do trato, as fibras
sensoriais da divisdo oftdlmica trigeminal terminam na area inferior do ndcleo espinal, as
fibras da divisdo maxilar terminam centralmente no nucleo espinal, enquanto as fibras da
divisdo mandibular terminam na area superior do nucleo espinal (SNELL, 2010). No entanto,
sua distribuicdo sofre algumas alteracbes em caso de severa neuralgia do nervo trigémeo
(STANDRING, 2010).

O nucleo espinal é composto por trés subnicleos: o subnicleo oral, que se une ao
nucleo sensitivo principal e os subnucleos interpolar e o subndcleo caudal, representando a
parte mais inferior, que se continua com a coluna cinzenta posterior da medula espinal. Os
neurdnios do subnucleo caudal podem ser ativados por estimulos nociceptivos aplicados fora
do préprio campo receptor. E um local importante onde pode ocorrer retransmissdo de
estimulos nociceptivos. O subnucleo oral também possui fun¢do nociceptiva (STANDRING,
2010).

A integracdo de todas as informagOes sensoriais aferentes do trigémeo ocorre no
tdlamo antes de serem enviadas ao cortex (VAN EIJDEN & LANGENBACH, 2017). A maior

parte das fibras que originam-se nos nucleos sensitivos do trigémeo sobe no lemnisco medial,
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apos atravessar a linha mediana, e termina no talamo contralateral, nacleo ventral postero
medial, onde o0s neurdnios de terceira ordem sdo projetados para areas 1, 2 e 3 do giro pos-
central do cortex (STANDRING, 2010; SNELL, 2010). As fibras do subndcleo caudal do
nucleo espinal trigeminal, principalmente das laminas I, V e VI, sdo projetadas para os
nucleos antero superiores do trigémio, cerebelo, substancia cinzenta periaquedutal do
mesencéfalo, area parabraquial da ponte, formac&o reticular do tronco encefélico e medula
espinal (STANDRING, 2010).

O nacleo motor do nervo trigémeo possui uma forma ovoide. Ele localiza-se
medialmente ao ndcleo sensitivo que se encontra no centro da ponte (STANDRING, 2010;
EINJDEN & LANGENBACH, 2017). No plano coronal, ele emerge onde a raiz do nervo
trigémeo deixa a ponte e termina caudalmente, entre a ponte e o bulbo (KOSTAKIS et al.,
2008). Apresenta neurénios multipolares de grandes tamanhos, cercados por células
multipolares de menor tamanho (STANDRING, 2010). Os seus neurdnios sdo maiores do que
0s neurdnios do ndcleo sensorial principal e do nucleo reticular pontino, permitindo, assim, a
diferenciacdo dos neurénios motores do trigémeo (KOSTAKIS et al., 2008).

As fibras dos tratos corticobulbares terminam em neurdnios motores ou em
interneurdnios dos nacleos motores dos nervos trigémeos. Os seus axdnios inervam oS
musculos da mastigacdo (VAN EIJDEN & LANGENBACH, 2017). Por essa razdo, danos aos
neurbnios motores do trigmeo podem resultar em paralisia dos musculos de mastigacao
(BYRNE & DAFNY, 2014).

O nervo mandibular (NC V3) é o maior nervo da divisdo do trigémeo. Contém tanto
fibras sensoriais como motoras e sai do crénio pelo forame oval (STANDRING, 2010;
DRAKE et al., 2010; SNELL, 2010). Apos descer pelo forame oval, o nervo mandibular passa
entre os musculos tensor do véu palatino e pterigoideo lateral, dando origem a um ramo
meningeo (supre a dura-mater) e ao nervo para 0 musculo pterigoideo medial (também supre
0s musculos tensor do véu palatino e o tensor do timpano). O nervo mandibular divide-se
entdo em tronco anterior e um tronco posterior. O tronco anterior apresenta um ramo bucal
(sensitivo para a bochecha) e ramos para os musculos da mastigacdo denominados nervo
massetérico, nervo temporal profundo e nervo pterigoideo lateral. O tronco posterior (maior)
origina trés ramos sensoriais principais (nervo auriculotemporal, nervo lingual e alveolar
inferior) e fibras motoras para suprir o masculo milo-hiodideo e o ventre anterior do musculo
digastrico (STANDRING, 2010; DRAKE et al., 2010; VAN EIJDEN & LANGENBACH,
2017).
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O nervo massetérico segue lateralmente superior ao musculo pterigoideo lateral, sob a
base do cranio, anteriormente a articulacdo temporomandibular e posteriormente ao tendao do
musculo temporal. Sequencialmente emerge da fossa infratemporal, atravessa a parte
posterior da incisura da mandibula junto a artéria massetérica, ramifica-se e entra no musculo
masseter. Este nervo também emite ramos articulares para a articulacdo temporomandibular
(COOMBS et al., 2009; STANDRING, 2010; YOSHIOKA & TOMINAGA, 2015).

O estudo microscopico dos nervos envolve as etapas de coleta do material, fixacéo,
desidratacéo e clarificacdo, inclusdo, seccionamento e coloracdo. A fixacéo do tecido impede
a autolise das células, cria ligacGes e gera estabilidade entre as moléculas, evita a proliferacdo
bacteriana e preserva os tecidos para futuras coloragbes (STEVENS & LOWE, 1995). Para
microscopio oOptico, formaldeido a 4% € um fixador comumente usado, assim como
glutaraldeido que forma mais ligacGes cruzadas entre as moléculas em comparacdo com o
formaldeido a 4% (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). No caso de microscopia eletronica, €
importante ter maior estabilidade entre as moléculas das células para preserva-las, em funcéo
da propriedade de alta resolucao deste aparelho. Por isso, aconselha-se o uso de fixagéo dupla,
uma depois da outra como a fixacdo por glutaraldeido tamponada seguido por tetroxido de
6smio (BANKS et al., 1999). Para poder cortar em micrétomo para futura coloracdo, o
fragmento fixado é embebido em parafina, para microscépio Optico (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008), ou em resina plastica para microscépio eletrénico (BANKS et al., 1999).
Para este fim, o fragmento passa por desidratacdo gradual em etanol 70% a 100%. Na
clarificacdo do tecido, o etanol é substituido pela solucéo xilol, que € miscivel com etanol e
parafina, além de deixar o tecido transparente ou transllicido para a futura coloracdo
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008). A parafina ou resina confere rigidez ao fragmento para
cortar em micrétomo (GARTNER & HIATT, 1999).

A utilizacdo de corantes é fundamental para visualizar os tecidos ao microscopio de
optico (FISCHER et al., 2006). A hematoxilina, sendo um corante basico, forma ligacdes com
componentes acidos como DNA e RNA, por isso, cora 0 nucleo, reticulo endoplasmaético
rugoso e ribossomos em azul-purpura (YOUNG et al., 2007; BANKS et al., 1999). E o
corante mais utilizado nas laminas histol6gicas (EROSCHENKO, 2008). Por outro lado, a
eosina, sendo corante acido, liga-se a componentes basicos da célula, como 0s grupamentos
amino ionizados das proteinas citoplasmaticas, e cora-os em vermelho ou rosa (YOUNG et
al.,2007). Azul de toluidina € um corante basico que também pode ser usado para cortes
semifinos de tecidos embebidos em resina. E usada para analisar a morfologia de nervos
(RISLING et al.,1993) em alta resolugéo (YOUNG et al.,2007).
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1.1 JUSTIFICATIVA

O conhecimento sobre a estrutura, variacdes anatdmicas e a localizacdo do nervo
massetérico pode contribuir para procedimentos cirdrgicos que o utilizam para neurorrafia
com nervo facial paralisado (HWANG et al., 2005; BORSCHEL et al., 2012; KIM et al.,
2013).

Alguns autores tém utilizado, para estudo morfométrico dos nervos de cadaveres
frescos (6 a 10h apds a morte), a técnica de inclusdo em parafina e coloracdo com
Hematoxilina-Eosina (JOTZ et al., 2011; CHAKRAVARTHY et al., 2009) e a técnica de
inclusdo em resina e coloracdo em Azul de Toluidina (BORSCHEL et al., 2012; TIAGO et
al., 2005). O uso de nervos periféricos de cadaveres humanos de laboratérios de anatomia
humana, utilizados didaticamente em aulas, para analise morfométrica, ja foi realizado por
outros autores através da técnica de Hematoxilina-Eosina (BOEHM & KONDRASHOV,
2016) e da técnica de coloracdo com Azul de Toluidina (HAUCK et al., 2009).

Considerando a possibilidade do uso de nervos de cadaveres fixados pds-
congelamento do acervo do Laboratério de Anatomia Humana da UFRGS para estudos
anatémicos e histologicos, este trabalho objetiva descrever a localizacdo anatémica do nervo
massetérico e identificar a técnica histologica mais indicada para realizacdo de analise
morfométrica de cortes transversais de nervos massétericos de cadaveres do laboratorio de
Anatomia Humana da UFRGS.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral
Descrever a localizacdo anatémica do nervo massetérico e identificar a técnica
histologica mais indicada para realizacdo de analise morfométrica de cortes transversais de

nervos masseétericos de cadaveres do laboratério de Anatomia Humana da UFRGS.

1.2.2 Objetivos especificos

- Descrever o posicionamento do nervo massetérico em relacdo ao tragus e ao arco
zigomatico.

- Descrever a relagdo de posicionamento anatdmico entre 0 nervo massetérico e a artéria
massetérica.

- Analisar comparativamente os aspectos histologicos qualitativos e quantitativos dos cortes
transversais dos nervos massetéricos de cadaveres, processados com duas diferentes técnicas
histoldgicas.

- Analisar comparativamente os aspectos histoldgicos qualitativos dos cortes transversais dos
nervos massetéricos de cadaveres fixados pds-congelamento recém-retirados da cuba de
formol e oriundos de mesas de estudo do laboratério buscando reconhecer a técnica mais

indicada para este estudo histolégico deste nervo.
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Abstract

Introduction: The objective of this study was to describe the anatomical location of the
masseteric nerve and identify the most efficient histological technique for the morphometrical
analysis of the myelinated nerve fibers from fixed post-frozen cadavers. Material and
Methods: Four female cadavers were used, 2 of which had been removed from the
formaldehyde vats and 2 others that had been on study tables for close to 1 year. A segment of
the right and left masseteric nerve was collected and divided into two parts, one for each
histological technique: inclusion in acrylic resin with toluidine blue staining, inclusion in
paraffin with hematoxylin-eosin staining. Qualitative and quantitative analysis of the cross-
sectional images of the masseteric nerve were done. Results: The nerve was located at
32.3£2.6 mm anterior to the tragus, 8.2£0.9 mm inferior to the zygomatic arch and 10.1+0.9
mm deep. All the cadavers from the vat had better histological preservation of the masseteric
nerve. The nerve from the cadaver of the vat had smaller cross-section areas and myelinated
fibers compared to the other nerves. Conclusion: The most efficient histological technique to
analyze the myelinated nerve fibers was to include them in acrylic resin with toluidine blue
staining. The cadavers removed immediately from the vat showed better structural

preservation of the masseteric nerve compared to those from the study tables.

Keywords: masseteric nerve, nerve fiber, anatomy, histology, morphometry

Running Title: Comparison of masseteric nerves in cadavers
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Introducdo: O nervo massetérico, um dos ramos motores do nervo mandibular (V3), segue
sob a base do cranio, anteriormente a articulagdo temporomandibular e posteriormente ao
tenddo do musculo temporal. Sequencialmente emerge da fossa infratemporal, atravessa a
parte posterior da incisura da mandibula junto a artéria massetérica, ramifica-se e entra no
musculo masseter. Este nervo também emite ramos articulares para a articulacdo
temporomandibular (Coombs et al., 2009; Standring, 2010; Yoshioka e Tominaga, 2015). O
conhecimento sobre a estrutura, variacfes anatbmicas e a localizacdo do nervo massetérico
pode contribuir para procedimentos cirargicos que o utilizam para neurorrafia com nervo
facial paralisado (Hwang et al., 2005; Borschel et al., 2012; Kim et al., 2013). Alguns autores
tém utilizado, para estudo morfométrico dos nervos de cadaveres frescos (6 a 10h apos a
morte) a técnica de inclusdo em parafina e coloragdo com Hematoxilina-Eosina (Jotz et al.,
2011; Chakravarthy et al., 2009) e a técnica de inclusdo em resina e coloracdo com Azul de
Toluidina (Borschel et al., 2012; Tiago et al., 2005). O uso de nervos periféricos de cadaveres
humanos de laboratérios de anatomia humana, utilizados didaticamente em aulas, para anélise
morfométrica, j& foi realizado por outros autores através da técnica de Hematoxilina-Eosina
(Boehm e Kondrashov, 2016) e a técnica de coloracdo em Azul de Toluidina (Hauck et al.,
2009).

Considerando a possibilidade do uso de nervos de cadaveres fixados pds-
congelamento do acervo do Laboratério de Anatomia Humana da UFRGS para estudos
anatdbmicos e morfométricos, este trabalho objetiva descrever a localizacdo anatbmica do
nervo massetérico e identificar a técnica histologica mais indicada para realizacdo de analise
morfométrica de cortes transversais de nervos massétericos de cadaveres do laboratério de
Anatomia Humana da UFRGS.

Material e Métodos: Foram utilizados 4 cadaveres caucasianos do género feminino,
totalizando 8 hemifaces, 16 amostras de nervos (8 para cada técnica histoldgica diferente). Os
nervos massetéricos foram coletados de cadaveres do Laboratdrio de Anatomia Humana do
Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) doados para estudo. Por rotina do laboratério, os corpos humanos doados (cerca de
8-12 h apds a morte) sdo mantidos congelados congelados em camara fria (-10°C) por cerca
de 2 anos. Posteriormente sdo perfundidos em solucdo de formaldeido 10% e mantidos em
cubas, imersos na mesma solucéo, por cerca de 6 meses. Ap0Os este prazo passam para as
mesas de estudo onde sao dissecados e utilizados com fins didaticos por alunos de disciplinas

de Anatomia Humana da graduagéo e pos-graduacdo. Nestas mesas de estudo, 0s corpos sao
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diariamente mantidos hidratados por uma solucdo contendo glicerina 10%, alcool 10% e
desinfetante. Os corpos humanos utilizados neste estudo apresentavam idade média de 74+10
anos e tinham as faces integras. Dois dos quatro corpos foram utilizados da cuba de formol e
dois das mesas de estudo, cerca de 1 ano ap6s sua saida da cuba. Em ambas as hemifaces dos
cadaveres deste estudo, através de instrumental cirdrgico, a pele, tecido subcutaneo, sistema
muscular aponeurdtico da face e parte do musculo massetérico foram dissecados para
evidenciar o nervo e a artéria massetérica. O posicionamento do nervo massetérico e da artéria
massetérica em relagcdo ao tragus e ao arco zigomatico foi registrado através do uso de um
paquimetro digital. Apos o registro de medidas foi coletado um segmento (aproximadamente
5 mm) do nervo massetérico direito e esquerdo, imediatamente antes da sua ramificacao.
Estes segmentos foram divididos em duas partes iguais. Cada coto nervoso (parte do
segmento) foi utilizado para uma técnica especifica: (1) inclusdo em resina acrilica com
coloracdo em Azul de Toluidina (Gartner e Hiatt, 2014), (2) inclusdo em parafina com
coloragdo em Hematoxilina-Eosina (Stevens e Lowe, 1995; Banks et al., 1999).

Para a técnica de inclusdo em resina e coloragdo com azul de toluidina, o nervo foi
fixado em solucdo de glutaraldeido 2,5% (Sigma Chemicals Co., St Louis, MO,USA) e
paraformaldeido 4% (Reagen, Sdo Paulo, Brasil) em tampéo fosfato 0,1M por 48 horas. A
seguir, o material foi lavado em solucéo tampéo fosfato (TF 0,1M), pés-fixado em tetrdxido
de ésmio 1% (Banks et al., 1999) e novamente lavado em TF. Sequencialmente o material foi
desidratado em concentracdes crescentes de acetona, pré-embebido progressivamente em
solucdo de resina diluida em acetona e posteriormente embebido em resina Durcupan ACM
100% (Fluka, Switzerland) em moldes que sequencialmente, foram colocados em estufa a
60°C para polimerizacdo. Os cortes semifinos (800-900 nm) dos segmentos do nervo foram
obtidos no ultramicrétomo (Leica Ultracut UCT 2.0, Germany). As laminas contendo 0s
cortes foram coradas com azul de toluidina (Merck, Germany) 1% diluido em tetraborato de
sodio 4% (Ecibra, Brasil) (Marcuzzo et al., 2008).

Para a técnica hematoxilina-eosina, o material foi pds-fixado em solugdo de
paraformaldeido 4% por 24 horas, desidratado em alcool e diafanizado em xilol.
Sequencialmente foi impregnado em banhos de parafina e posteriormente incluido em
parafina. Os cortes transversais dos nervos massétericos com espessura de 4um foram feitos
atraves do Micrétomo (Leica RM 2125), aderidos em laminas gelatinizadas e colocados para
secagem a 37° C. Posteriormente, as laminas passaram por banhos de xilol, alcool decrescente
e agua destilada. Foram entdo, submetidos a coloragdo em Hematoxilina (10 min) seguida de

Eosina (20 min) para visualizagdo das estruturas celulares (Stevens e Lowe, 1995),
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desidratados em alcool crescente, e xilol. Laminas foram cobertas com solucdo de Permount e
laminulas.

As imagens dos cortes transversais dos segmentos do nervo foram capturadas e
digitalizadas com um microscopio Nikon Eclipse E-600 (Japan) acoplado a uma camera de
alta performance CCD. Para medir a area de seccdo transversa foi usada a objetiva com
aumento de 10X e para medir &rea da fibra nervosa foi usada objetiva com aumento de 100X
e fotografadas 5 imagens de cada corte transversal do nervo, sendo 4 periféricas e 1 central.
Em cada imagem foi plotada uma é4rea de interesse de 4549,54 pm?, totalizando uma érea
total analisada de 22747,7 um? em cada nervo. Também foi analisada a densidade de fibras
nervosas mielinizadas e mensuraveis (nimero de fibras mielinizadas/mm?). Foram realizadas
descricbes qualitativas e quantitativas. Para as avaliagdes quantitativas foi utilizado o
Software ZEN 2.3 (Zeiss). Somente foram medidas as fibras que apresentavam o axénio e a
regido da bainha de mielina evidentes. Pela qualidade das imagens, foram escolhidos os
nervos do lado direito de dois corpos, 1 da cuba (Cdir, 69 anos) e 1 da mesa (Mdir, 78 anos)
para fazer registros sobre os valores morfométricos. A analise estatistica foi feita através de
registro de média e desvio padrdo e as comparacdes entre as medias de area de seccdo
transversa das fibras entre técnicas diferentes utilizando o teste T-student, considerando
p<0,05.

Resultados: Os nervos massetéricos das oito hemifaces foram identificados através da
dissecacdo da regido localizada anteriormente ao tragus e inferiormente ao arco zigomatico
(Figura 1). O nervo esteve localizado na profundidade do musculo masseter a 32,3+2,6 mm de
distancia do tragus e a 8,2+0,9 mm de distancia do arco zigomatico. A artéria massetérica, que
cursa juntamente ao nervo, apresentou 29,8+2,6 mm de distancia do tragus e a 7,46+1,15 mm
de distancia do arco zigomatico. Artéria e nervo apareceram posicionados a 10,1+0,9 mm da

superficie.
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Figura 1 — A - Vista lateral esquerda de um cadaver feminino com a hemiface esquerda
dissecada, evidenciando a regido de interesse anteriormente ao tragus (T) e inferiormente ao
arco zigomatico (AZ). B — Regido dissecada em maior aumento evidenciando a incisura da
mandibula (IM) e acima dela o nervo massetérico (#) e a artéria massetérica (*).

A area de seccéo transversal do nervo massetérico do cadaver Cdir foi de 0,15 mm? na
técnica resina/azul de toluidina (Fig 2A) e 0,21 mm? na técnica parafina/hematoxilina-eosina
(Fig 2B). A area de seccéo transversal do nervo massetérico do cadaver Mdir foi de 0,28 mm?
na técnica resina/azul de toluidina (Fig 2C) e 0,25 mm? na técnica parafina/hematoxilina-
eosina (Fig 2D).
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g o .

Imagens utilizadas para mensuracdo da area de seccdo transversal do nervo
massetérico do cadaver Cdir na técnica resina/azul de toluidina (A) e na técnica
parafina’lhematoxilina-eosina (B) e do cadaver Mdir na técnica resina/azul de toluidina (C) e
na técnica parafina/hematoxilina-eosina (D). Objetiva 10X.

Fi'gura 2:

A érea total analisada em cada nervo foi de 0,02 mm? (22747,7 um?). Nesta area, foi
possivel mensurar um ndmero maior de fibras nervosas mielinizadas identificaveis no nervo
massetérico do cadaver oriundo da cuba (Cdir) e processado através da técnica resina/azul de
toluidina (n=263). Uma menor quantidade de fibras nervosas foi analisada em nervos do
cadaver Mdir processado através da técnica resina/azul de toluidina (n=131) e nos nervos de
ambos 0s corpos processados com a técnica parafina/hematoxilina-eosina (n=117 e n=110
respectivamente; Tabela 1. A densidade de fibras analisadas também foi maior no cadaver
oriundo da cuba (Cdir) e processado através da técnica resina/azul de toluidina (0,012
fibrass/mm? em comparacdo com o0s outros processados por meio da técnica

parafina/hematoxilina-eosina (Tabela 01).
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Corpo  Técnica NFA DF (nffmm?)  AMF (um°)

Cdir RA 263 0,012 72,01+21,8
PHE 117 0,005 93,3+33,6*

Mdir RA 131 0,006 81,3 £33,3
PHE 110 0,005 112,45+45,2*

Tabela 1: A tabela representa os dados de andlise morfométrica de cortes histoldgicos
transversais do nervo massetérico direito de 2 cadaveres humanos, Cdir oriundo da cuba de
formol e Mdir oriundo da mesa de estudo e processados por duas diferentes técnicas
histologicas RA: Resina/Azul de Toluidina; PHE: Parafina/Hematoxilina-Eosina. NFA:
numero de fibras analisadas; DF: densidade de fibras (nf/mm?2); AMF: &rea média de fibras
mielinicas (um?). * p<0,05 vs PHE em ambos 0s corpos.

Como podemos ver na Tabela 1 na Figura 3, as médias das areas de seccao transversa
das fibras nervosas do nervo massetérico direito dos cadaveres Cdir e Mdir, foram maiores
nos tecidos processados com a técnica parafina/hematoxilina-eosina (93,3£33,6 e
112,45+45,2um?, respectivamente) do que com a técnica resina/azul de toluidina (72,01+21,8

e 81,3 +33,3um?, respectivamente).

Embora as areas axonais ndo tenham sido medidas devido a imprecisao na medida das
imagens processadas com hematoxilina-eosina, as areas de sec¢do transversa dos axonios dos
nervos massetérico processados com a técnica resina/azul de toluidina, especialmente nos
nervos de cadaveres oriundos da cuba, foram aparentemente maiores do que nos processados
com a técnica parafina/hematoxilina-eosina (Figura 3). Todos os cadaveres oriundos da cuba
apresentaram melhor preservacdo do nervo massetérico, e isso ficou melhor evidenciado pelo
processamento histoldgico por inclusdo em resina e coloracdo com azul de toluidina. Em meio
ao tecido conjuntivo endoneural, as bainhas de mielina apresentaram-se bem nitidas e axénio
com aspecto circular mantido. De acordo com as analises morfométricas, o nervo oriundo de
cadaver retirado diretamente da cuba de formol e processado pela técnica de RA apresentou
maior densidade de axonios possiveis de serem analisados e uma menor area de sec¢do

transversa das fibras nervosas analisadas (Tabela 1, Figuras 2A e 3A).
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Figura 3: Imagens de seccdo transversal do nervo massetérico do cadaver Cdir na técnica
resina/azul de toluidina (A) e na técnica parafina/hematoxilina-eosina (B) e do cadaver Mdir
na técnica resina/azul de toluidina (C) e na técnica parafina’lhematoxilina-eosina (D). Nos
cortes das imagens A e C observe os axénios (branco) envoltos pela bainha de mielina (azul)
em meio a tecido conjuntivo endoneural. Nos cortes das imagens B e D observe o0s ax6nios na
regido central das fibras (mais corados) em meio a um espaco em branco que parece vazio
pela extracdo dos lipidios da bainha de mielina quando da preparagdo e rodeados por tecido
conjuntivo endoneural. Alguns nucleos (mais pigmentados) das células de Schwann também
estdo visiveis externamente ao espaco em branco (imagens B e D). Objetiva 100X.

Discussd@o: A localizagdo do nervo massetérico e a sua relacdo com a artéria massetérica é
muito importante para nortear procedimentos cirtrgicos ou de blogueio anestésico. Os nervos
massetéricos estiveram localizados a 32,3+2,6 mm (cerca de 3 cm) de distancia do tragus e a
8,2+0,9 mm (cerca de 1 cm) de distancia do arco zigomatico. De acordo com o trabalho de
Borschel et al (2012) o nervo foi encontrado a 31,6 + 3,0 mm anterior ao tragus e 10,8+1,8
mm inferior ao arco zigomatico, sendo desta forma, compativel com os nossos resultados.
Além disso, vale ressaltar que o nervo massetérico apresentou-se posicionado imediatamente
anterior e superior a artéria massetérica em todos os individuos avaliados.

O uso de nervos periféricos em cadaveres humanos de laboratérios de anatomia
humana, utilizados didaticamente em aulas, ja foi realizado por outros autores. Recentemente
Boehm e Kondrashov (2016), utilizando 8 cadaveres, descreveram a presenca de corpos
celulares nas raizes do nervo acessorio utilizando a técnica hematoxilina-eosina. Ray et al
(2016) estudaram o trajeto anatdbmico do nervo cutaneo femoral lateral em 34 cadaveres e
fizeram avaliacdo histolégica através da mesma técnica, registrando valores de area de
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fasciculos e do nervo. Hauck et al., (2009) identificaram fibras eferentes somaéticas e
parassimpaticas, através de valores de area de seccdo transversa das fibras nervosas, em raizes
nervosas sacrais de 6 cadaveres do laboratorio de anatomia humana, incluidas em resina e
coradas com azul de toluidina.

Neste estudo, a andlise das fibras nervosas baseou-se no fato de que as fibras
escolhidas deveriam ser completas, possuindo axdnio e bainha de mielina visiveis, capazes de
serem analisados. Segundo a visualizagdo microscopica das ldminas coradas por azul de
toluidina, as fibras nervosas completas foram determinadas pela presenca de bainhas de
mielina coradas em azul escuro, enquanto os axénios e o tecido conjuntivo ndo foram corados
ou coraram-se levemente em azul (Ross et al., 2012). Esta técnica permitiu melhor anélise e
identificacdo da bainha de mielina e observagdo da maioria das fibras como intactas e
isoladas, permitindo a contagem da maioria das fibras nervosas.

De acordo com o resultado da técnica da hematoxilina-eosina, tanto o axénio como o
tecido conjuntivo coraram-se em rosa e a parte lipidica da bainha de mielina ndo foi corada.
Foi possivel analisar e contar os axdénios das fibras bem como alteragdes no tecido conjuntivo,
como rupturas e distorcdo tecidual. As fibras que ndo foram analisadas incluiram fibras cujo
espaco do didmetro estava em branco, que apresentaram rupturas no meio das fibras
dificultando anélises dos axdnios ou/e a bainha de mielina, e fibras que apareciam como se
estivessem fusionadas pela ruptura do endoneuro (Ross et al., 2012).

A técnica de azul de toluidina permitiu analisar um percentual significativamente de
fibras maior (71,86%) no nervo do cadaver oriundo imediatamente da cuba do que seu
correspondente percentual (41,13%) no nervo do cadaver oriundo da mesa. A técnica de
hematoxilina-eosina permitiu analisar percentual de fibras (57,23%) um pouco maior nos
nervos da mesa em comparagdo ao seu percentual de andlise (45,25%) nos nervos da cuba,
uma diferenca que ndo foi significativa. A grande diferenca de percentagem de fibras
analisadas pelo azul de toluidina entre os nervos da cuba e da mesa indica que, Os nervos dos
cadaveres das cubas permanecem mais bem conservados que o0s nervos dos cadaveres das
mesas, 0 que contribui para a eficiéncia da técnica.

O tetréxido de 6smio é usado como fixador secundario no processamento histolégico,
antes da coloracéo pelo azul de toluidina e permite visualizar bem a bainha de mielina (Ross
et al., 2012). Ele funciona por reagir com lipidios para oxidar as ligacdes ndo saturadas,
proporcionando aumento de densidade e contraste da imagem (Bozzola e Russell, 1999). Essa
propriedade de tetroxido de ésmio claramente indica que ele € muito Gtil nos estudos cujo

objetivo é examinar a bainha de mielina e a facilidade de identificacdo das fibras nervosas
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como foi neste estudo. Assim, o maior numero de fibras analisadas, da densidade e da
porcentagem de fibras, além de uma melhor preservacao axonal foram possibilitadas pelo uso
da técnica resina/azul de toluidina.

Conforme vimos nos resultados, a area média das fibras nervosas mielinizadas foram
maiores nos nervos submetidos a técnica parafina/hematoxilina-eosina. Isso pode ser
explicado porque nesta técnica h& perda de lipidios durante o processamento histoldgico,
deixando espacos em branco na forma de vacuolos (Inue et al., 2007; Junqueira e Carneiro,
2008). O xilol, utilizado para remover o alcool antes da impregnacdo em parafina, € um
solvente organico que tem capacidade de dissolver outras substancias organicas, como
lipidios (Department of health and human services, 2007). Assim, o xilol teria retirado o
contetdo lipido da bainha de mielina das fibras, criando espacgos vazios e maiores em branco
ao redor das fibras, como mostrado pelos resultados deste trabalho. 1sso gera um certo grau de
incerteza ao analisar morfometricamente as bainhas de mielina das fibras observadas. Em
contrapartida, os tecidos fixados em glutaraldeido e incluidos em resina possuem sua bainha
de mielina bem preservada e corada (Young et al., 2007). A presenca do tetroxido de ésmio
usado nesta técnica impede inchaco da bainha de mielina (Di Scipio et al., 2008) e impede
que esta seja “lavada”, proporcionando contraste para sua identificagdo (Bozzola e Russell,
1999).

Outros trabalhos relatam alguns fatores com alto grau de interferéncia nos resultados
de analises histoldgicas, como o pH do fixador e a qualidade do fixador utilizado. Um fixador
de baixa qualidade pode provocar retracdo tecidual, perda tecidual e a interferéncia na
qualidade do corante usado (Silveira, 2006; Suvarna, et al., 2012). H& também a questdo da
preservacao inicial dos cadaveres, como o congelamento, que pode provocar eventual perda
de coloragéo das laminas a serem analisadas (Baraibar e Schoning, 1985). Seria melhor ter um
estudo controle para analisar os efeitos dos fixadores e de congelamento-descongelamento
sobre tecidos nervosos periféricos dos cadaveres para evitar futuras incertezas associadas com
algumas técnicas de coloragcdo com hematoxilina-eosina.

Os nervos de cadaver oriundo da cuba, além de registrarem maiores nimeros de fibras
analisadas e maior densidade de fibras mielinicas, eles possuem maior preservacdo axonal
para ambas as técnicas de azul de toluidina e hematoxilina-eosina do que 0s nervos de
cadaveres da mesa, 0 que sugere uma provavel indicacdo de que os nervos sdo melhor
preservados na cuba do que na mesa. Dos Santos (2014) diz que cadaveres da rotina (nervos
da mesa) podem ser danificados ou entrar em deterioragdo pela sua frequente manipulacéo e

seu uso prolongado. Portanto, é possivel que o baixo rendimento dos nervos da mesa
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comparado aos nervos da cuba tenha uma relagdo com a conservagdo dos tecidos. Assim, a
técnica de pds-fixacdo em glutaraldeido e em tetréxido de ésmio com inclusdo em resina e
coloracdo com azul de toluidina apresentou-se eficiente para anélise das fibras mielinicas do
nervo massetérico em cadaveres recém retirados da cuba de formol. As diferencas
encontradas, nestes aspectos, em relacdo aos nervos de cadaveres oriundos das mesas de
estudo se devem ao fato de que nestes corpos identificamos 0 nervo com sinais degenerativos
que incluem menor numero e densidade de fibras nervosas mielinicas analisadas, ruptura de
tecido conjuntivo e pior preservacao dos axonios.

Este é o primeiro estudo histologico realizado com tecidos oriundos de cadaveres do
Laboratério de Anatomia Humana da UFRGS. Neste laboratdrio, a partir do momento que 0s
corpos sdo recebidos pela Universidade, os mesmos sdo congelados, posteriormente
perfundidos com formol e imersos na mesma solucdo fixadora nas cubas. Por rotina, apés a
retirada da cuba, os corpos sdo dissecados conforme a necessidade e mantidos nas mesas de
estudo cobertos por um lencol e banhados por solucdo de preservacdo (alcool, glicerina e
desinfetante) sem retornar mais para a cuba de formol. Essa tem sido uma étima condicdo
para uso do corpo em atividades didaticas, porém pelo que vimos neste trabalho, parece néo
possibilitar a preservacdo dos tecidos bioldgicos da forma ideal, dificultando o seu uso em

pesquisa.

Conclusao: O nervo massetérico de cadaveres caucasianos, do sexo feminino, fixados pés-
congelamento do acervo Laboratério de Anatomia Humana da UFRGS, esteve localizado a
cerca de 3,2 cm anteriormente ao tragus, 0,8 cm inferiormente ao arco zigomatico e a cerca de
1,0 cm da superficie. A técnica histol6gica mais indicada para analisar morfometricamente as
fibras nervosas mielinicas destes cadaveres foi a de pds-fixacdo em glutaraldeido e tetréxido
de 6smio com inclusdo em resina acrilica e coloracdo com azul de toluidina, quando
comparada a poés-fixacdo em paraformaldeido, inclusdo em parafina e coloracdo com
hematoxilina-eosina. Adicionalmente, o0s corpos recém-retirados da cuba de formol
mostraram ter melhor preservacdo estrutural do nervo massetérico em comparagdo com
cadaveres oriundos das mesas de estudo, os quais sdo mantidos hidratados por uma solugéo de

preservacdo sem formol.
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3 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O nervo massetérico de cadaveres caucasianos, do sexo feminino, fixados pos-
congelamento do acervo Laboratério de Anatomia Humana da UFRGS, esteve localizado a
cerca de 3,2 cm anteriormente ao tragus, 0,8 cm inferiormente ao arco zigomatico e a cerca de
1,0 cm da superficie. A técnica histologica mais indicada para analisar morfometricamente as
fibras nervosas mielinizadas destes cadaveres foi a de poés-fixagdo em glutaraldeido e
tetroxido de dsmio com inclusdo em resina acrilica e coloracdo em azul de toluidina, quando
comparada a poOs-fixagdo em paraformaldeido, inclusdo em parafina e coloracdo com
hematoxilina-eosina. Adicionalmente, o0s corpos recém-retirados da cuba de formol
mostraram ter melhor preservacdo estrutural do nervo massetérico em comparacdo com
cadaveres oriundos das mesas de estudo, os quais sdo mantidos hidratados por uma solugéo de
preservacdo sem formol.

O conhecimento sobre a estrutura e a localizacdo do nervo massetérico podem
contribuir para procedimentos cirargicos que o utilizam para neurorrafia com nervo facial
paralisado. Esse trabalho mostra que é possivel realizar estudos histologicos em cadaveres do
Laboratério de Anatomia Humana estimulando a pratica da pesquisa cientifica neste
ambiente. Futuros trabalhos podem avaliar outros nervos e tecidos de cadaveres recém-

retirados das cubas de formol.
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The language of all publications is English, and the text should be typed in Times New
Roman font, 12 point, with 1.5 spacing between lines and all pages should be numbered as
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2) Page 2

Abstract and keywords in English

2.1. Abstract

The abstract should be a single paragraph containing fewer than 250 words. It should be
concise and indicate the content of the manuscript clearly stating the objective, the major
findings, methodology, results, and the principal conclusions. The text should be typed in
Times New Roman font, 12 point, with 1.5 spacing between lines. It should be preceded by
the word "Abstract™ and followed by the keywords.

The abstract should not include abbreviations and should be structured as

follows: Introduction, Material and Methods, Results and Conclusion.
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2.1.1. Keywords

A list of up to 5 words directly below the abstract and preceded by the Word "keywords"
should be provided. Keywords should express the precise content of the article.

Note: Page 2 should contain a short running title in English, as a footnote and no longer than
45 characters, to be printed at the head of each page.

FOR ORIGINAL ARTICLE AND REVIEW ARTICLES

3) Page 3

Introduction, Material and Methods, Results and Conclusion

Leave one line blank between each topic

3.1. Introduction

e Itshould indicate briefly give the context of the study and the objective. It
should clearly state how the research is related to others in the field
studied. The reasons for undertaking it and what is new or important about
this study should be clearly stated.

e The introduction should provide enough background information for the
reader to understand the topic and contents of the paper,

e It should be preceded by the word "introduction” in boldface and followed
by: (colon) and the text.

3.2. Materials and Methods

e A clear and thorough statement of the contents of the manuscript.

e The materials and methods used in the experiments should be reported in
this section. It should mention the materials source (manufacturer, city,
state, country), the supplier, the description of animals studied (number,
sex, weight, age, species).

e Methods which have been previously described should be mentioned in
brief only with proper references unless they have been modified in the
present work.

e Newly introduced techniques should be described in detail to allow easy
repetition.

e The text should be preceded by the words "Materials and Methods" in
boldface and followed by: (colon).

e Tables, Figures, and Annexes and respective legends can be included when
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manuscript is submitted they come at the end of it.

3.3. Results
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e Phrases that express doubt such as "it seems to increase™ or " it seems to be
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Non-significative results should not be used.
The text should be preceded by the word "Results™ in boldface and
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3.4. Conclusion

e Should be concise. Hypothesis should be discarded. Consider other
hypotheses when justified, but define them clearly.

e All the most relevant ideas that directly derive from the work should be
precisely and concisely included. The conclusions should be related to the
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objectives and give an answer to the hypothesis of the study. Results
interpretation should be related to what has been mentioned previously in
the manuscript.
e Information given previously in the introduction, materials and methods,
and results can be cited again in the conclusions, but authors should not
repeat detailed data that were previously presented.
e The text should be preceded by the word "Conclusions” in boldface and
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CASE REPORT AND SHORT COMMUNICATION
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Acknowledgements and References
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