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RESUMO

CARVALHO, C. S. Identificagcdo dos neurotransmissores das fibras
mielinicas e amielinicas do nervo depressor aortico de ratos: uma
abordagem imunohistoquimica. 2016. 117 f. Tese (Doutorado) -

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

O nervo depressor aortico (NDA) é, primariamente, um conjunto de fibras aferentes
gue transmitem informacdes oriundas de alteracdes da pressao arterial (PA) a partir
dos barorreceptores arteriais (mecanorreceptores localizados no arco da aorta ou seio
cardtico) aos centros de controle cardiovascular localizados no sistema nervoso
central (SNC). Este mecanismo é responsavel pela regulacédo reflexa da funcéo
cardiaca e vascular, promovendo ajustes nos centros vasoconstritor e vasodilatador,
atuando simultaneamente sobre os sistemas simpatico e parassimpatico. Fato este
que, contribui para o aumento da atividade vagal cardiaca e inibicdo de descargas
simpéticas para vasos e coracdo, garantindo a manutencdo dos niveis pressoéricos
dentro de uma faixa de normalidade. Diversos neurotransmissores foram descritos
atuando nos centros de controle cardiocirculatorio localizados no tronco encefalico,
mais especificamente no bulbo, participando da regulacdo da PA. Nestas regides
centrais, 0s neurotransmissores glutamato, GABA (Acido Gama Aminobutirico) e
substéancia P (SP) foram amplamente investigados. Entretanto, em nenhum destes
trabalhos foi realizado um estudo detalhado, investigando a presenca da SP em
nervos depressores aorticos de forma direta, sendo esta informacdo ainda
desconhecida. Acredita-se que a SP seja um transmissor do reflexo barorreceptor,
atuando na modulacdo deste circuito, na tentativa de atenuar elevacdes da presséo
sanguinea. Existe portanto a necessidade de uma investigagdo morfologica e
imunohistoquimica com o intuito de promover o esclarecimento sobre o0s
neurotransmissores presentes no NDA. Os nervos frénicos foram utilizados como
controle positivo, ja que neste territorio a SP ja se encontra caracterizada. Iniumeros
sao os estudos que descrevem a existéncia da SP em nervos frénicos, fato este que
justifica a aplicacdo do referido nervo como controle do NDA, foco de estudo deste
projeto. Baseados nestas necessidades, o0 objetivo do presente estudo foi

primeiramente o de promover a padronizacdo da técnica imunohistoquimica (IHQ),



bem como a verificagédo da viabilidade de utilizagdo do glutaraldeido a 2,5% como um
fixativo primario, auxiliando na identificagdo de neurotransmissores dentro do sistema
nervoso periférico. Em seguida, a identificacdo e quantificacdo da SP em NDA de
ratos normotensos através do método imunohistoquimico indireto (3,3-
Diaminobenzidina “DAB”) foram realizados. O referido estudo foi desenvolvido em
duas etapas. A primeira parte corresponde a padronizacao e otimizacéo da técnica de
imunohistoquimica em nervos frénicos de ratos Wistar através da localizacdo e
caracterizacdo da SP e da enzima colina acetiltransferase (CAT). A segunda fase,
trata-se da identificacdo e quantificacdo da SP no NDA, sendo este, um possivel
neurotransmissor ou neuromodulador do reflexo barorreceptor. Para este estudo
foram utilizados no total 38 ratos da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus),
normotensos, com 20 semanas de idade, machos e fémeas. Deste total, 16 animais
machos foram destinados a padronizacao da técnica de IHQ em nervos frénicos. E
para a caracterizacdo e quantificacdo da SP no NDA foram utilizados 22 ratos Wistar,
sendo 12 machos e 10 fémeas. Nossos resultados demonstram de forma inédita a
presenca da SP em fibras amielinicas (tipo C) e fibras de pequeno diametro (A-delta)
no NDA de forma bastante pontualizada em segmentos proximais e difusa
distalmente, sugerindo a existéncia de subpopulacdes de fibras amielinicas do tipo C.
Estes achados confirmam inimeras suposicfes de que a SP atue como um dos
neurotransmissores de aferéncias barorreceptoras, podendo participar na modulacao
do Sistema Nervoso Autbnomo (SNA), uma vez que encontra-se localizada em
centros responsaveis pela regulacéo reflexa da PA. Adicionalmente, a andlise do
percentual de marcagcdo positiva & SP entre os géneros apresentou um aparente
predominio da SP em machos mas sem diferenca significativa entre os grupos. De
forma semelhante, a padronizacdo imunohistoquimica em cortes transversais e
longitudinais de nervos frénicos apresentaram uma imunomarcacao positiva e
aleatéria da SP em conjuntos de fibras amielinicas (tipo C) e em fibras de pequeno
didmetro localizadas proximo a periferia do espago endoneural, corroborando com a
localizacdo relatada em estudos morfologicos e ultraestruturais, assegurando a
especificidade e a reprodutibilidade do método. Distintamente, as fibras de grande e
meédio diametro (A-alfa, beta e gama), consideradas fibras mielinizadas de conduc¢éo
rapida, foram imunorreativas a CAT em nervos frénicos. Por fim, espera-se que a
identificacdo deste neuropeptideo sirva de gatilho para que futuras pesquisas

envolvendo a liberagdo de neurotransmissores em aferéncias barorreceptoras sejam



explorados. Fato este, que contribuird para a agregacao de informacdes pertinentes a
modulacdo ou transmissédo da informac&o neural, propiciando desta forma melhor
entendimento da comunicacéo e atividades barorreflexas associadas a mecanismos

cardiovasculares.

Palavras-chave: Nervo Depressor Aortico. Nervo frénico. Substancia P. Colina

Acetiltransferase. Ratos Wistar. Normotensos. Imunohistoquimica. Glutaraldeido.



ABSTRACT

CARVALHO, C. S. Identification of the neurotransmitters of
myelinated and unmyelinated fibers from aortic depressor nerve: an
immunohistochemical approach. 2016. 117 f. Thesis (Doctoral) -

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

The aortic depressor nerve (ADN) is primarily a set of afferent fibers that transmit
derived information of changes in arterial blood pressure (BP) from arterial
baroreceptors (mechanoreceptors located in the aortic arch and carotid sinus) to sites
of cardiovascular control located into central nervous system (CNS). This mechanism
is responsible for the reflex regulation of cardiac and vascular function, promoting
adjustments of vasoconstrictor and vasodilator centers, simultaneously acting on the
sympathetic and parasympathetic systems. In addition, contributes to increased
cardiac vagal activity and inhibition of sympathetic discharges to vessels and heart,
ensuring the maintenance of blood pressure levels within the normal range. Many
neurotransmitters have been described operating in cardio-circulatory control centers
located in the brainstem, more specifically in the bulb, participating in the regulation of
BP. In these central regions, the neurotransmitters glutamate, GABA (Gamma
Aminobutyric Acid) and substance P (SP) have been widely investigated. However,
none of these works was carried out a detailed study, investigating the presence of SP
in aortic depressor nerves directly, and this information is still unknown. It is believed
that SP can be a transmitter at the synapse of the baroreceptor reflex, operating in the
modulation of this circuit in an attempt to attenuate elevation of blood pressure.
Therefore, there is a need to investigate a morphological and immunohistochemical
approach in order to promote the clarification on the present neurotransmitters into
ADN. The phrenic nerves were used as a positive control, already as substance P (SP)
is characterized in this territory. There have been numerous studies describing the
existence of SP in phrenic nerves, a fact that justifies the application of the nerve as
control of the ADN, study focus of this project. Based on these requirements, the aim
of the present study is two-fold. Firstly, it attempts to promote the standardization of
the immunohistochemical (IHC) technique as well as the verification of the feasibility

of using glutaraldehyde fixative as a primary, assisting in the identification of



neurotransmitters in the peripheral nervous system (PNS). Subsequently, the
identification and quantification of SP immunoreactivity in the ADN of normotensive
rats by indirect immunohistochemical method (3,3’-Diaminobenzidine "DAB") were
done. The study was developed in two stages. The first part corresponds to
standardization and optimization of immunohistochemical technique in phrenic nerves
of Wistar rats through location and characterization of the SP and enzyme choline
acetyltransferase (ChAT). The second phase is about the identification and
guantification of the SP into ADN, being a possible neurotransmitter or neuromodulator
from the baroreceptor reflex. For this study we used a total of 38 Wistar rats (Rattus
norvegicus), normotensive, 20 weeks old, male and female. From this total, 16 male
animals were used for standardization of IHC technique in the phrenic nerves.
Nonetheless, for the characterization and quantification of SP in ADN were used 22
Wistar rats, 12 males and 10 females. Our results showed an unprecedented manner
the presence of SP in unmyelinated fibers (type C) and small diameter fibers (A-delta)
into ADN, being quite focused on proximal segments and diffuse distally, suggesting
the existence of subsets of unmyelinated fibers. These findings confirm numerous
assumptions that the SP acts as a neurotransmitter from afferent baroreceptor and
may participate in the modulation of the Autonomic Nervous System (ANS), since it is
located in centers responsible for regulating reflex of BP. Further, an analysis of the
percentage of positive SP staining between genders, presented an apparent
predominance of SP in males but no significant difference between the groups were
found. Similarly, IHC standardization in transverse and longitudinal sections of phrenic
nerves showed a positive random and immunostaining of SP in sets of unmyelinated
fibers (type C) and small diameter fibers located near the periphery of endoneural
space, corroborating location reported on morphological and ultrastructural studies,
ensuring the specificity and reproducibility of the method. Distinctly, the fibers of large
and medium diameters (A-alpha, beta and gamma), considered myelinated fibers of
fast conducting, were immunoreactive to ChAT in phrenic nerves. Finally, it is expected
that the identification of neuropeptide serve as a trigger for that future studies involving
the release of neurotransmitters into afferent baroreceptors be explored. These results
could contribute to the aggregation of relevant information for the modulation and
transmission of neural information, thus providing better understanding of

communication and baroreflex activities associated with cardiovascular mechanisms.



Keywords: Aortic Depressor Nerve. Phrenic Nerve. Substance P. Choline
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1. INTRODUGAO

Este trabalho baseia-se principalmente na identificacdo e quantificacdo da
substancia P (SP) em aferéncias barorreceptoras, mais especificamente no nervo
depressor adrtico (NDA) através da técnica de imunohistoquimica. Este nervo
participa ativamente na transmissao de informacdes periféricas oriundas de alteracbes
da presséao arterial (PA) aos centros de controle cardiovascular localizados no tronco
encefalico (bulbo). Este mecanismo conhecido como regulagdo neural da circulacdo
€ importante para promover o controle do centro vasoconstritor e vasodilatador,
garantindo a manutencao dos niveis pressoricos dentro de uma faixa de normalidade.
Embora aspectos patolégicos ndo tenham sido investigados, iniciaremos esta breve
revisdo abordando inicialmente uma das principais doencas ocasionadas pela
elevacdo da presséao arterial, bem como o impacto social e econdmico advindo desta
condicdo. Tal descricédo se faz necessaria a fim de tentar evidenciar a importancia de
se entender os mecanismos intrinsicos de aferéncias barorreceptoras que conectam
e regulam diretamente o sistema nervoso central (SNC). Em seguida, mecanismos de
ajuste da pressdo arterial e aspectos morfolégicos e anatdémicos relacionados ao
referido nervo serdo apresentados. Uma sucinta atualizacdo envolvendo os
procedimentos imunohistoquimicos e fixativos mais utilizados em rotinas e praticas
laboratoriais também serdo expostos. As caracteristicas morfolégicas do nervo
frénico, utilizado como controle positivo e como ferramenta de padronizacdo da
técnica de imunohistoquimica (IHQ), através de altas concentra¢cdes de glutaraldeido
a 2,5% serdo seguidamente apresentados. Por fim, dois neurotransmissores a SP e a
enzima colina acetiltransferase (CAT) serdo sucintamente discutidos. Vale salientar
gue este trabalho é pioneiro em descrever a presenca da SP em nervos depressores

aorticos, sendo um dos neurotransmissores primarios de aferéncias barorreceptoras.

1.1. Hipertenséo arterial

As doencas crbnicas sao consideradas um grave problema de saude publica,
tanto no Brasil como no mundo, gerando gastos imensuraveis aos cofres publicos.

Dentre estas doencas destaca-se a hipertenséo arterial sistémica (HAS) que afeta
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aproximadamente 1 bilhdo de pessoas no mundo. Estima-se que este quadro sofra
um aumento até o ano de 2025, atingindo 1,5 bilhdes de adultos (CHOCKALINGAM,
2007; JARARI et al., 2016; WEYER, 2016). A HAS apresenta maior incidéncia com o
avancar da idade, sendo mais evidente em mulheres do que em homens com idade
igual ou superior a 65 anos, atingindo cerca de 66% da populacao idosa (JARARI et
al., 2016, KOVELL et al., 2016; NGUYEN et al., 2012).

Em 2015, esta enfermidade estimadamente originou gastos diretos e indiretos
da ordem de U$ 118,6 bilhdes de dodlares nos Estados Unidos da América (EUA)
apenas com despesas médicas e custos relacionados a perda da produtividade
(HEIDENREICH et al., 2011). Adicionalmente, elevacdes da pressdo sanguinea
associada a doencas cardiovasculares acarretaram em 850.000 mortes nos EUA no
ano de 2011, de acordo com levantamentos estatisticos obtidos em parceria com o
Centros de Controle e Prevencao de Doencas (do inglés, Centers for Disease Control
and Prevention National, CDC) e Associacdo Americana do Coracdo (do inglés,
American Heart Association, AHA) (MOZAFFARIAN et al., 2015; ROGER et al., 2012).
Além disso, o tratamento medicamentoso visando o controle da hipertensdo, permeia
valores em torno de U$ 15 bilhdes de doélares, totalizando 10% dos gastos com
medicac¢bes do pais (SPURGEON, 2004). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estima que anualmente 17 milhdes de mortes sdo atribuidas as doencas
cardiovasculares e que 9,4 milhdes sédo geradas devido a hipertensdo (WHO, 2013).

No Brasil os gastos publicos diretos advindos da populacdo com HAS sao
estimados em cerca de U$ 671,6 milhdes de dblares anuais, dados estes, obtidos no
ano de 2005 (DIB; RIERA; FERRAZ, 2010). No ano de 2013, R$ 31,3 milhdes (21,4%)
de pessoas com 18 anos ou mais de idade informaram que foram diagnosticadas com
hipertenséo arterial, sendo maior a proporcao entre mulheres (24,2%) do que entre
homens (18,3%) segundo estudos realizados pela Pesquisa Nacional de Saude (PNS)
(PNS, 2013). As doencas cronicas, SA0 no seu conjunto, as principais responsaveis
pelos custos com a saude, quer sejam eles diretos ou indiretos, como consultas,
medicamentos, cuidados de reabilitacdo, perda da produtividade, qualidade de vida
etc. Atualmente o Brasil apesar de apresentar estudos predominantemente regionais
e com baixa representatividade do cenario nacional ilustra elevadas despesas

publicas oriundas da tentativa de controle da HAS. A grande maioria da populagéo
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brasileira (70%) é dependente do Sistema Publico de Saude (SUS), ou seja, nao
dispbe de recursos financeiros para os gastos médicos (PEREIRA, 2010).

A HAS é definida como uma elevacdo constante e persistente da presséo
arterial, apresentando valores 2140/90 mmHg (GOIT; ANSARI, 2016; WHO, 2013). A
hipertensédo é o maior fator de risco para doencgas cardiovasculares, faléncia cardiaca
e renal, ocasionando milhares de mortes prematuras (SMITH et al., 2016; WIDIMSKY,
2015). A pressdo sanguinea elevada contribui para 62% de todos os acidentes
vasculares encefalicos e 49% de todas as doencas cardiacas, afetando 20-50% da
populacdo adulta. Apesar dos grandes avancos no tratamento da hipertensdo, os
riscos cardiovasculares em individuos nessa condigcdo aumentam progressivamente.
Estudos indicam que a reducdo ou manutencéo da presséo arterial abaixo dos valores
recomendados (£140/90 mmHg ou *130/80 mmHg para individuos diabéticos)
influenciam negativamente sobre a mortalidade. Além disso, estes valores alvos sdo
muito dificeis de alcancar devido a inumeros fatores, tais como, tratamento ou
diagnéstico ineficaz, baixa adesdo do paciente ao tratamento clinico ou hipertensdo
resistente (auséncia de resposta ao tratamento convencional) etc (PAULIS; UNGER,
2010; THE ACCORD, 2010). Baseados nessas dificuldades, se faz necesséario a
investigagdo dos mecanismos intrinsecos do controle cardiovascular e de
neurotransmissores que atuem nestes centros reguladores, auxiliando com isso, 0
desenvolvimento de novas tecnologias que possam contribuir para minimizar ou

retardar sobrecargas de origem cardiaca e vascular.

1.2. Mecanismos de ajuste da presséao arterial

A pressao arterial (PA) é mantida estavel ou dentro de uma faixa estreita de
variacdo por meio de dois mecanismos: 1) curto prazo (controle neural), responsavel
pela regulacdo reflexa da funcdo cardiaca e vascular (ACCORSI-MENDONCGCA;
MACHADO, 2013; HALL, 1989; THOMAS, 2011); 2) longo prazo (controle neuro-
humoral) sdo mecanismos hormonais (sistema renina-angiotensina-aldosterona e
simpéatico-adrenal) e estdo intimamente ligados a volemia. Este sistema exerce acéo

direta sobre os rins, alterando a excre¢cdo de agua e sal e consequentemente

Carolina da Silva Carvalho Tese de Doutorado



Introducéo 26

regulando a perda hidrica (LOHMEIER, 2001; THOMAS, 2011). No entanto, apenas o
controle neural sera discutido e apresentado a seguir.

1.2.1.Reflexos cardiovasculares e aferéncias nervosas

A regulacao neural da PA consiste de um mecanismo de retroalimentacao, o
feedback negativo, que tem como objetivo corrigir o efeito inicial, trazendo o
organismo de volta a homeostase (LA ROVERE; CHRISTENSEN, 2015; REYES DEL
PASO et al., 2014). Este sistema € composto por aferéncias, eferéncias, receptores,
centros de integracdo cardiovascular e orgdos efetores. As principais aferéncias
envolvidas na regulacdo autbnomica da pressao arterial sdo: 1) os barorreceptores;
2) quimiorreceptores e 3) receptores cardiopulmonares. No entanto, apenas 0s
barorreceptores (reflexo barorreceptor) serd amplamente discutido (ver se¢éo 1.2.2).

Uma das principais aferéncias corresponde aos barorreceptores, que transmitira
informacdes de variacbes perifericas da PA ao SNC, promovendo o
desencadeamento do reflexo barorreceptor e modulando o funcionamento
cardiocirculatério. Este reflexo € o principal responsavel pela regulacdo momento a
momento da presséao arterial, exercendo importante papel na regulacéo da freqiéncia
cardiaca, do débito cardiaco, da contratilidade miocardica, da vasomotricidade e da
distribuicdo regional do fluxo sanguineo (DURAND; FAZAN JR; SALGADO, 2012,
REYES DEL PASO et al., 2014; THOMAS, 2011). A funcao primordial do barorreflexo
(reflexo barorreceptor) € a de tamponar variacbes bruscas da PA, em diferentes
situaces comportamentais como, por exemplo, durante o exercicio fisico, mudanca
de postura e sono (GUYENET, 2006).

Os barorreceptores arteriais sdo terminagdes nervosas livres, densamente
ramificadas e que encontra-se primordialmente agrupadas na por¢céo ascendente do
arco aortico (barorreceptores aorticos), e na parede do seio carético (barorreceptores
caroticos). Todavia, pode também ser localizado na artéria subclavia direita, nas
grandes artérias sistémicas e nas paredes do coracdo (CHAPLEAU; SABHARWAL,
2011; FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 1997; THOMAS, 2011). Tais aferéncias
apresentam sensores ou terminacdoes que podem ser divididos em duas distintas

categorias baseadas em sua composi¢cdo nervosa, sendo elas: 1) fibras nervosas
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aferentes mielinicas, de conducado rapida (fibras do tipo A), ou 2) fibras nervosas
amielinicas, de conducéo lenta (fibras do tipo C) (TURNER, 2015). De forma geral, o
barorreflexo se inicia a partir da ativacdo dos barorreceptores arteriais decorrente de
elevacbes da PA. Estes barorreceptores sdo mecanorreceptores sensiveis ao
estiramento e/ou deformacdo mecanica das paredes vasculares produzido pela
elevacdo da presséao interna (CHAPLEAU et al., 2001). Os mecanorreceptores tem
como funcdo conduzir um processo denominado de transducéo. A transducéo é a
transformacdo de estimulos fisicos em potenciais de acdo. Este procedimento
depende de alguns fatores: 1) alteracéo ou deformacdo da complacéncia vascular; 2)
propriedades viscoelasticas das paredes dos vasos e 3) transformacédo elétrica de
estimulos mecéanicos, com consequente despolarizacdo das termina¢gdes nervosas e
conversdo em potenciais de acdo (CHAPLEAU, 2001).

Na maioria dos animais, as aferéncias barorreceptoras do arco aortico carregam
informacdes decorrentes do estiramento dos mecanorreceptores através do nervo
depressor aortico ou nervo de Cyon (ver secdo 1.3 para maiores detalhes). Em
seguida, esta informacao seguira pelo nervo vago (X par craniano) até alcancar o
nudcleo do trato solitario (NTS). Em humanos, estas aferéncias ascendem aos centros
de controle cardiocirculatério junto ao nervo vago. Contudo, as aferéncias
barorreceptoras originadas no seio carético seguem por uma via distinta, ou seja,
trafegam pelo nervo do seio carético (NSC) ou nervo de Hering até se unir ao nervo
glossofaringeo (IX para craniano) para depois adentrar o SNC, atingindo os nucleos
bulbares (DURAND; FAZAN JR; SALGADO, 2012; PANNETON; LOEWY, 1980;
THOMAS, 2011).

A segunda aferéncia refere-se aos quimiorreceptores arteriais localizados nos
corpos caréticos presentes nas dilatacdes proximo a bifurcacdo da artéria carétida
comum (quimiorreceptores caroticos) e no arco da aorta e artéria subclavia
(quimiorreceptores aodrticos). Os impulsos provenientes dos quimiorreceptores
cardticos cursam pelo nervo do seio carético e depois segue através do nervo
glossofaringeo, e por este, ascende até alcancar o NTS no tronco encefalico (bulbo).
Vale lembrar que estes nervos apresentam tanto caracteristicas quimiorreceptoras
quanto barorreceptoras (CHAPLEAU; SABHARWAL, 2011; HOUSLEY et al., 1987,
MIURA; REIS, 1972; PANNETON; LOEWY, 1980). Os quimiorreceptores aérticos,

ascendem ao SNC também pelo nervo vago. Sapru e Krieger (1977) relataram que os
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NDA de ratos ndo possuem quimiorreceptores aorticos funcionais, contendo
exclusivamente fibras aferentes barorreceptoras (SAPRU; KRIEGER, 1977).
Similarmente, Kobayashi et al. (1999) afirmaram que o NDA de ratos ndo contém um
namero significante de quimiorreceptores capazes de contribuir para a formacao de
quimiorreflexos, por conseguinte ndo afetam a fung&do pulmonar e cardiovascular
(KOBAYASHI et al., 1999). Estudos anatdmicos feitos por Barker, Easton e Howe
(1980) e Easton e Howe (1983) sugerem a auséncia desta categoria de
quimiorreceptores em ratos (BARKER; EASTON; HOWE, 1980; EASTON; HOWE,
1983). Além disto, analises voltadas a eletroestimulacdo vém demonstrando a
existéncia de diferencas funcionais entre os quimiorreceptores adrticos e caréticos em
cachorros (BURGH DALY; UNGAR; 1966; KARIM et al., 1980). Contudo, descri¢cdes
contrarias ao consenso geral foram relatadas na literatura (CHENG, et al., 1997;
HANSEN, 1981).

Do ponto de vista funcional, a ativagdo dos quimiorreceptores ocorre em
decorréncia de alterac6es quimicas do sangue arterial, como reducdo dos niveis de
oxigénio (hipoxia) e ions de hidrogénio (pH) ou elevacédo das taxas de gas carbonico
(hipercapnia). Tais variagbes acarretam em um aumento das descargas
quimiorreceptoras, que por sua vez excitara os centros respiratérios para reflexamente
aumentar a taxa respiratoria e de volume. De modo simultaneo, atuara sobre os
centros vasomotores, influenciando a resisténcia vascular sistémica, e aumentando o
fluxo simpéatico, trazendo a homeostasia corporal (CHAPLEAU; SABHARWAL, 2011,
KUMAR; PRABHAKAR, 2012; THOMAS, 2011).

A terceira aferéncia corresponde aos receptores cardiopulmonares. Estes
receptores de baixa pressdo sao distribuidos pelas camaras cardiacas e vasos
pulmonares que respondem as alteracfes de volume intratoracico, modulando a
atividade simpatica eferente e desempenhando um importante papel na regulacao da
PA e volume. Os receptores cardiopulmonares servem para minimizar alteracdes da
PA em resposta as mudancas do volume sanguineo. O aumento da descarga destes
receptores reduzem o fluxo simpatico renal e a liberagdo pituitaria do horménio
vasopressina, através da diminuicdo da reabsorcéo de sodio e de agua pelos rins,
aumentando o volume de urina e consequentemente reduzindo o volume sanguineo.

Como o volume sanguineo afeta o débito cardiaco e a PA, este mecanismo contribue

Carolina da Silva Carvalho Tese de Doutorado



Introducéo 29

para a regulacdo da pressdo sanguinea (DURAND; FAZAN JR; SALGADO, 2012,
THOMAS, 2011).

ApOs apresentarmos sucintamente as principais aferéncias, enfocaremos a
seguir na busca pelo entendimento da regulacdo barorreflexa do sistema

cardiovascular, foco de estudo deste projeto.

1.2.2.Barorreceptores arteriais e manutencao da pressao arterial

Conforme mencionado anteriormente, a ativagcdo dos barorreceptores arteriais
se dara devido a elevacgéo da PA, que promovera um aumento das descargas elétricas
ou potencial de acdo. A informacao decorrente de variagdes da PA, via nervo
depressor adrtico ou nervo do seio carético ira trafegar pelos nervos vago e
glossofaringeo, realizando sinapse com neurdnios de segunda ordem no NTS. O
nacleo do trato solitario é um importante centro de integracdo do controle
cardiovascular e divide-se em 3 porc¢des distintas, considerando a proximidade com a
area postrema, o NTS rostral, NTS intermediario (medial e lateral) e NTS caudal,

Figura 1.

»)——= Trato solitario

— 2 NTS rostral

2 IV Ventriculo g

— NTS intermediaria

—k NTS caudal

Figura 1. Visdo dorsal do nucleo do trato solitario (NTS) mostrando a porcéo
rostrocaudal em trés distintos niveis. AP indica area postrema. Adaptado de
STREFLAND; JANSEN, 1999.
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Entretanto, cada uma destas divisdes apresenta inUmeros subnucleos, com
quantidades e caracteristicas variadas de acordo com as espécies estudadas
(COTTLE, 1964; FINLEY; KATZ, 1992; HYDE; MISELIS, 1992; STREEFLAND;
JANSEN, 1999). No entanto, Hyde e Miselis (1992) afirma que humanos, ratos, gatos
e cachorros possuem uma citoarquitetura semelhante, e que aspectos funcionais e
neuroquimicos podem ser mantidos (HYDE; MISELIS, 1992).

As porcdes intermediaria e comissural (subndcleo da porcdo caudal) do NTS
estédo diretamente envolvidas no controle cardiovascular e respiratorio, pois recebem
as aferéncias oriundas dos barorreceptores e quimiorreceptores respectivamente
(CHITRAVANSHI; KACHROO; SAPRU, 1994; FINLEY; KATZ, 1992; GILLIS et al.,
1980; TALMAN; PERRONE; REIS, 1980; VALENTI et al., 2007). Vale ressaltar que os
corpos celulares destes neurdnios aferentes primarios estdo localizados no ganglio
nodoso e petroso (ACCORSI-MENDONCA; MACHADO, 2013; CONTRERAS;
BECKSTEAD; NORGREN, 1982; HELKE; SEAGARD, 2004; KALIA; WELLES, 1980;
MENDELOWITZ, 1992; PALKOVITS; ZABORSZKY, 1977; SUMAL et al., 1983;
TALMAN; PERRONE; REIS, 1980; WALLACH; LOEWY, 1980).

Simultaneamente, a atividade do barorreflexo promoveré a inibi¢cdo da atividade
simpética e a ativacdo parassimpéatica (vagal). Estes dois mecanismos demonstram
ser independentemente regulados e ocorrem apOs a primeira sinapse entre as
aferéncias sensoriais e neurénios de segunda ordem no NTS, através da presenca do
neurotransmissor glutamato (BENTZEN; GRUNNET, 2011; BROGNARA, 2016; LA
ROVERE; CHRISTENSEN, 2015; VALENTINUZZI; SEGURA, 2010; ZANUTTO;
WANG et al.,, 2001). Para que se estabeleca a inibicdo do fluxo simpatico, os
neurénios de segunda ordem realizam sinapse com o bulbo ventrolateral caudal
(CVLM), onde estimulos excitatérios irdo promover a ativacao de neurbnios simpato-
inibitorios (gabaeérgicos) localizados nesta regido, novamente utilizando o glutamato
(DAMPNEY, 2002; MADDEN; SVED, 2003; SCHREIHOFER; GUYENET, 2002,
SVED; ITO; MADDEN, 2000).

A regido CVLM é rica em neurdnios gabaérgicos, alguns dos quais se projetam
diretamente ao bulbo ventrolateral rostral (RVLM) e também em neurbnios
noradrenérgicos (GRANATA; KUMADA; REIS, 1985; GUYENET et al.,, 2013;
SCHREIHOFER; GUYENET, 2002; SILVANI et al., 2015). De forma complementar,

alguns autores relataram que a inibicdo de neurénios localizados na area CVLM,
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acarreta em aumento da PA (PILOWSKY et al., 1987; SVED; ITO; MADDEN, 2000).
Diversas linhas de pesquisa suportam a idéia de que estes neurbnios simpato-
inibitérios sdo componentes do reflexo barorreceptor e mostraram que lesdes na area
CVLM ou no NTS produzem hipertensdo (CRAVO; MORRISON; REIS, 1991; DOBA,;
REIS, 1973; GRANATA et al., 1986).

Os neurdnios advindos da por¢cdo CVLM por sua vez, enviard estimulos
inibitérios através de neurdnios gabaérgicos (GABA, Acido Gama-Aminobutirico) para
neurénios simpatoexcitatérios localizados na area RVLM (AGARWAL; CALARESU,
1991; GORDON; SVED, 2002; YU; GORDON, 1996). A inibicdo dos neurbnios da
porcdo RVLM resultard na diminuicdo de entradas excitatorias para as eferéncias
simpaticas pré-ganglionares da coluna intermédio-lateral (IML), localizado na medula
toracica, afetando o controle do reflexo do fluxo simpatico (ROSS; RUGGIERO; REIS,
1985). E quando isto ocorre, a atividade da inervacao simpética pés-ganglionar para
as arteriolas, e coracdo é reduzida, o que consequentemente, reduz a pressao
sanguinea e a frequéncia cardiaca (AICHER et al., 1995; BADOER et al., 1994;
GORDON; SVED, 2002). Dampney et al. (2002) demonstraram que o bloqueio desta
sinapse inibitdria na regido RVLM aboliu completamente o barorreflexo, demonstrando
o papel crucial deste grupo de neurdnios no controle do arco reflexo (DAMPNEY et
al., 2002). Além disso, a excitagdo desta regido RVLM produziu um aumento do fluxo
simpatico e da pressdo sanguinea arterial, demonstrando que esta regido €
tonicamente ativa (DAMPNEY et al., 2003; GUYENET, 1990).

De maneira simultanea, os neurbénios de segunda ordem também promovera a
excitacdo direta ou monosinaptica dos neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos
localizados principalmente no nucleo ambiguo e ndcleo dorsal vagal e que projetara
suas fibras diretamente ao coracdo através de fibras eferentes, via nervo vago, que
realizara sinapse com 0s neurbnios pos ganglionares que inervam os atrios (no
sinoatrial), sendo estes localizados no ganglio cardiaco. Estas regibes contém os
corpos celulares dos neurénios pré-ganglionares do sistema nervoso parassimpatico,
que desencadeia o aumento do ténus vagal sobre o coracdo (AGARWAL,;
CALARESU, 1992; ANDRESEN, 2001; OLSHANSKY et al., 2008; ZANUTTO;
VALENTINUZZI; SEGURA, 2010). A informacé&o oriunda dos barorreceptores arteriais
sera transmitida aos orgaos efetores (musculatura lisa, masculo cardiaco e glandulas)

por meio das eferéncias simpatica e parassimpatica. As fibras parassimpatica que
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trafegam pelo nervo vago, liberam a acetilcolina que por sua vez, ira ativar receptores
muscarinicos (acoplados a proteinas G), resultando numa diminuicdo da taxa de
disparos do noO sinoatrial e da frequéncia cardiaca (THOMAS, 2011), ver

esquematizacdo do mecanismo na Figura 2.
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Figura 2. Regulacéo neural reflexa da presséo arterial. Os mecanorreceptores situados no
arco da aorta, artéria subclavia direita e seio car6tico irdo transmitir as informactes
decorrentes de alteragfes da pressao arterial (deformag&o mecénica das paredes vasculares)
via nervo depressor aodrtico (direito ou esquerdo) e nervo do seio carético (NSC). Essas
aferéncias barorreceptoras irdo se incorporar ao nervo vago (X par craniano) e nervo
glossofaringeo (IX par craniano) projetando suas aferéncias para o nucleo do trato solitario
(NTS) onde excitara neurdnios de segunda ordem. No nervo vago é possivel visualizar uma
dilatacdo mais acentuada conhecida como ganglio nodoso (GN) e no nervo glossofaringeo o
ganglio petroso (GP) onde estéo localizados os corpos celulares periféricos destas aferéncias
barorreceptoras. A sinapse destas aferéncias com os neur6nios de segunda ordem promovera
a ativacdo da atividade parassimpatica e inibicdo da atividade simpatica de forma
independente. A excitacdo direta dos neurbnios pré-ganglionares parassimpdticos localizados
no nucleo ambiguo (NA) e nucleo dorsal vagal causara uma ativagdo vagal, com reducéo da
frequéncia cardiaca (bradicardia), reducéo da resisténcia periférica total e do débito cardiaco.
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Simultaneamente esses neurdnios de segunda ordem também atuara sobre 0os neurdnios no
bulbo ventrolateral caudal (CVLM), inibindo os neurbnios pré-ganglionares simpaticos no
bulbo ventrolateral rostral (RVLM). A inibicdo de neurbnios da porcdo RVLM reduzird a
ativagcdo simpética na coluna intermédio-lateral (IML) da medula torécica espinhal, reduzindo
a atividade simpatica para vasos e coragao.

Em contrapartida, em caso de queda da PA a atividade dos barorreceptores sera
reduzida. Fato este que acarretara em um aumento da atividade simpatica para o
coracao e vasos, promovendo a reducdo da atividade vagal cardiaca, fazendo com

gue a PA retorne aos seus valores basais (THOMAS, 2011).

1.3. Nervo depressor aortico

1.3.1. Anatomia e morfologia

O nervo depressor aortico foi descrito em 1866, pelos pesquisadores aleméaes
Cyon e Ludwig (CYON; LUDWIG, 1866). Foi denominado depressor porque, apés sua
estimulacdo elétrica, os pesquisadores observaram queda da pressdo arterial
sistémica, bradicardia e vasodilatacdo periférica. Em ratos, o NDA €& a principal
aferéncia barorreceptora, e ascende isoladamente até se unir ao nervo laringeo
superior e adentrar o nervo vago (X), se direcionando ao nucleo do trato solitario no
SNC (DE PAULA, 1999; FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 1997; PINTO et al., 2016;
SAPRU; GONZALEZ; KRIEGER, 1981).

Descri¢cdes detalhadas da origem, curso na regido cervical, terminacao e tipos
de fibras dos NDA de coelhos, foram realizadas no inicio do século XX. Sarkar (1922)
utilizando fixacdo com acido ésmico e inclusdo em parafina, identificou fibras
mielinicas de médio e pequeno diametros e sugeriu que as fibras finas amielinicas
poderiam pertencer ao SNA, com funcdes eferentes (SARKAR, 1922).

O interesse no NDA de ratos aumentou significativamente a partir dos anos 1950,
quando essa espécie animal passou a ser amplamente utilizada nas investigacoes
das fung¢des cardiovasculares. Experimentos com registros da atividade nervosa dos
NDA vinham sendo realizados sem informagdes substanciais sobre a origem, o trajeto

e as terminagdes desse nervo no rato. McCubbin, Masson e Page (1958) descreveram
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o trajeto cervical do NDA em ratos normotensos da linhagem Sprague-Dawley.
Verificaram que, embora os animais estudados fossem da mesma linhagem, o trajeto
cervical apresentava-se muito variavel. Estes nervos estdo presentes, no lado
esquerdo, como um fasciculo isolado, em apenas metade dos animais. No lado direito,
a frequéncia de aparecimento do NDA isolado é ainda menor. Esses mesmos
pesquisadores observaram que quando o NDA néo era identificado como um fasciculo
isolado, a atividade barorreceptora era registrada no nervo vago ou no nervo laringeo
recorrente (MCCUBBIN; MASSON; PAGE, 1958).

A anatomia macroscopica do NDA é relativamente bem conhecida em varias
espécies animais tais como coelhos (SARKAR, 1922) gatos (AGOSTINI et al., 1957)
e ratos (KRIEGER; MARSEILLAN, 1963). Apos o periodo de 1950, embora o rato
fosse o0 animal de escolha para estudos eletrofisiol6gicos envolvendo o NDA e funcdes
barorreflexas, estudos microscépicos desse nervo continuaram sendo realizados em
animais de maior porte. Devanandan (1964) descreveu o NDA de gatos, sendo o
primeiro autor a contar, medir e distribuir as fibras mielinicas do NDA em histogramas
de tamanho de fibras. O autor demonstrou que o NDA de gatos apresentam fibras
mielinicas finas (menores que 7 um de didametro) (DEVANANDAN, 1964). Schmidt e
Stromberg (1967) realizaram um estudo semelhante ao de Devanandan (1964), e
descreveram histologicamente o NDA em porcos (DEVANANDAN, 1964; SCHMIDT,;
STROMBERG, 1967). Esses autores também realizaram contagens, medidas e
distribuiram as fibras mielinicas em histogramas de tamanho de fibras, encontrando
resultados muito semelhantes aos NDA de porcos comparados aos de gatos. Os
autores Brown, Saum e Tuley (1976) confirmaram a presenca de fibras amielinicas
em NDA de ratos normotensos, através de estudos eletrofisiologicos (BROWN;
SAUM; TULEY, 1976).

As caracteristicas eletrofisiologicas das descargas das fibras mielinicas e
amielinicas dos barorreceptores aodrticos dos NDA de ratos tém sido estudadas desde
os anos 1970 (BROWN; SAUM; TULEY, 1976; BROWN; SAUM; YASUI, 1978;
SAPRU; GONZALEZ; KRIEGER, 1981; THOREN; SAUM; BROWN, 1977). Tais
estudos evidenciam que tanto as fibras mielinicas quanto as amielinicas dos NDA de
ratos séo barorreceptoras.

Embora muitas das caracteristicas fisiol6gicas das fibras mielinicas e amielinicas

dos NDA de ratos ja fossem conhecidas, apenas no final dos anos 1990, um estudo
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histologico detalhado, tanto em nivel de microscopia de luz quanto em nivel de
microscopia eletrdnica de transmisséo foi realizado, incluindo informagbes sobre
dimensbes e numeros de fibras mielinicas e amielinicas do NDA de ratos
normotensos. Fazan, Salgado e Barreira (1997) descreveram que o NDA de ratos
normotensos € monofasciculado, sendo o didmetro desse fasciculo constante (40 um),
desde sua origem (préxima ao arco da aorta — segmento distal do nervo) até sua
terminacdo (no nervo laringeo superior - segmento proximal do nervo). Segundo o0s
referidos autores, o0 nervo depressor aortico apresenta, em média, 440 axbnios, sendo
20% mielinizados e 80% amielinicos. O histograma de distribuicdo de tamanho das
fibras mielinicas é unimodal e essas fibras apresentam diametro médio de 2,5 um. O
histograma de distribuicdo de tamanho das fibras amielinicas € também unimodal e o
diametro médio dessas fibras é de 0,5 um (FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 1997).
Estudos comparativos entre os NDA de ratos normotensos e espontaneamente
hipertensos (FAZAN et al., 1999; FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 2001; FAZAN;
SALGADO; BARREIRA, 2005) demonstraram que, embora o numero de fibras
mielinicas seja 0 mesmo, essas fibras apresentam diametros menores nos ratos
hipertensos (FAZAN et al., 1999). As fibras amielinicas dos NDA dos ratos hipertensos
além de apresentarem diametros menores (FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 2001),
encontram-se em menor numero quando comparados aos NDA de ratos normotensos
(relacao de fibras amielinica:mielinica de 6:1 em ratos normotensos e de 3:1 em ratos
espontaneamente hipertensos). Além disso, a relacéo entre a espessura da bainha de
mielina e o tamanho do axénio das fibras mielinicas se encontram alteradas nos NDA
de ratos espontaneamente hipertensos, comparado aos normotensos (FAZAN;
SALGADO; BARREIRA, 2005). Reforcando este achados anatdbmicos, Doba e Reis
(1973) relataram que a desnervacdao do NDA e do seio carGtico em varias espécies
de animais resultaram em uma elevacdo sustentada da pressao arterial sistémica
(DOBA; REIS, 1973). Esses dados morfolégicos corroboram com as alteragdes do
barorreflexo observadas através de abordagens funcionais em ratos hipertensos.

Em seres humanos nao é possivel evidenciar o nervo depressor aértico de forma
isolada, como ocorre em um grande numero de animais. Em humanos, as aferéncias
barorreceptoras trafegam junto ao nervo vago, ou sSeja, pequenos ramos vagais
carregam impulsos oriundos dos barorreceptores aorticos (FADEL, 2008; TIMMERS

et al., 2003) dificultando possiveis andlises isoladas destas estruturas.
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A real contribuig&o dos barorreceptores aorticos ou caroéticos atuando no controle
da frequéncia cardiaca em humanos permanece ndo esclarecida em sua totalidade
devido a incapacidade de promover a estimulacdo seletiva de aferéncias
barorreceptoras (FERGUSON; ABBOUD; MARK, 1985) ou a indisponibilidade de
técnicas adequadas para investigar a influéncia dos barorreceptores arteriais sobre a
presséo arterial (MANCIA et al., 1979). Diante de tal realidade, os barorreceptores
aorticos associados com drogas vasoativas ou por meio de manobras (valsalva, vagal)
vém sendo investigados a fim de tentar compreender a importancia do reflexo
barorreceptor na regulacéo cardiovascular em humanos utilizando distintos métodos
de analises (FERGUSON; ABBOUD; MARK, 1985; MANCIA et al., 1979; RUDAS et
al., 1999; SANDERS; FERGUSON; MARK, 1988). Outra abordagem adotada refere-
se a investigacdo ou estimulacdo do seio cardtico, sendo esta amplamente
pesquisada em humanos (EPSTEIN et al., 1969; HEUSSER et al., 2010; QUERRY et
al., 2001; REA; ECKBERG, 1987). Todavia divergéncias vém sendo pontuadas
decorrente de diferencas metodologicas encontradas nestes trabalhos. Baseados
nestas limitac6es, a modalidade ou extensdo do controle da PA pelos barorreceptores
arteriais tém sido amplamente pesquisado em animais.

Sendo o rato o modelo animal mais comumente utilizado em estudos que
envolvem a regulagdo da PA e, sendo o NDA responsavel pela aferéncia do
barorreflexo, descricbes morfolégicas e morfométricas detalhadas desse nervo,
associadas aos parametros funcionais e imunohistoquimicos, sdo dados importantes
para futuras investigacoes de bases estruturais de respostas barorreflexas alteradas
em condicbes fisiopatolégicas tais como hipertensdo, envelhecimento,

arteriosclerose, diabetes e neuropatias periféricas.

1.4. Nervo frénico

O nervo frénico é responsavel por promover a inervagdo motora e sensorial ao
musculo diafragma em humanos (DAVIS, 1967; MAISH, 2010; MULLER BOTHA,
1957), ratos (GOTTSCHALL, 1981; GOTTSCHALL; GRUBER, 1977,
KORNELIUSSEN; WAERHAUG, 1973), gatos (RIKARD-BELL; BYSTRZYCKA, 1980;
SANT’AMBROGIO, 1963) coelhos (MULLER BOTHA, 1957) e cachorros (LANDAU,
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AKERT; ROBERTS, 1962). Em humanos, a parte motora do diafragma € inervado
principalmente pelos nervos frénicos direito e esquerdo que se originam no plexo
cervical a partir dos ramos ventrais de C3, C4 e C5, enquanto que a inervagao
sensorial é feita também por ramos dos nervos intercostais (ANRAKU; SHARGALL,
2009; MAISH, 2010; MULLER BOTHA, 1957). Em ratos esta musculatura € inervada
predominantemente pelos ramos de C4 e C5, sendo detectado frequentemente o
nervo frénico acessoério em C6 (GOTTSCHALL, 1981; GOTTSCHALL; GRUBER,
1977).

O nervo frénico atravessa a cavidade toracica posteriormente e segue
anteriormente ao pericardio e em seguida perfura o diafragma. Cada nervo divide-se
em quatro troncos: antero-lateral, postero-lateral, esternal e tronco crural. A principal
funcdo do musculo diafragma € a respiracdo, além de servir como uma barreira fisica
que separa o térax do abdome. Durante o processo de inspiracdo o diafragma se
contrai, e com o auxilio da musculatura intercostal externa a cavidade toracica se
expande reduzindo a pressao intratoracica, permitindo a entrada de ar nos pulmdes.
A expiracdo normalmente ocorre de forma passiva devido ao relaxamento dos
musculos inspiratorios, resultando na diminuicdo do volume da caixa toracica
(ANRAKU; SHARGALL, 2009; MAISH, 2010). As lesbes dos nervos frénicos
acarretam em sérias disfungcdes da musculatura diafragmatica, prejudicando o
trabalho e eficiéncia respiratoria. Em casos mais graves ocasionam paralisia
diafragmatica, atelectasias e taquipnéia (SIMANSKY et al., 2002; WILCOX et al.,
1988).

Em humanos, o nervo frénico também é reconhecido como um nervo misto pois
possui um predominante numero de fibras mielinicas de grande diametro,
apresentando em menor propor¢ao fibras amielinicas de pequeno diametro que
carregam sinais aferentes a partir do diafragma em direcdo ao SNC (MORELOT-
PANZINI et al., 2009). Com relacdo aos aspectos morfométricos e morfoldgicos,
estudos envolvendo a investigacdo de nervos periféricos em humanos séo raros.
Teixeira, Aranda e Becker (1992) com o auxilio de um microscopio eletrénico
acompanharam o desenvolvimento do diametro axonal do nervo frénico em criancas
com 3 dias até os 8 anos de idade e classificaram os ax6nios em dois grupos:
mielinicos (0.1-0.5 um até 10 um) e amielinicos (0.1-0.5 um até 3.0 um), confirmando
as descricoes literarias (TEIXEIRA; ARANDA; BECKER, 1992).
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Em animais, Langford e Schmidt (1983) demonstraram que os nervos frénicos
esquerdo de ratos Wistar, pesando 250-400g, contém aproximadamente 700 ax6nios,
sendo 404 (57%) mielinicos e 300 (43%) amielinicos (LANGFORD; SCHMIDT, 1983).
Gottschall e Gruber (1977) descreveram 368 axdnios mielinicos em nervos frénicos
de ratos Wistar machos pesando igualmente 250-400g (GOTTSCHALL; GRUBER,
1977). Rodrigues Filho e Fazan (2006) e Rodrigues et al. (2011) divulgaram resultados
morfomeétricos bastante similares em nervos frénicos de ratos machos e fémeas das
linhagens Wistar e Wistar- Kyoto (RODRIGUES FILHO; FAZAN, 2006; RODRIGUES
et al., 2011). Similarmente, os autores Landau, Akert e Roberts (1962) constataram
que 55 a 65% da populacao de axdnios do nervo frénico de cachorros sao eferentes
(LANDAU; AKERT; ROBERTS, 1962). Apesar da pesquisa sobre esta tematica
revelar a utilizacdo de distintos procedimentos técnico-cientificos os achados se
assemelham.

Estudos imunohistoquimicos no sistema nervoso periférico sao esporadicos,
sendo mais comumente pesquisados 0s nervos isquiatico, vago e frénico através de
distintas técnicas como radioimunoensaio (MALTHE-S@RENSSEN; JKTEDALEN,
1982; WHITE; HELME, 1985; BRIMIJOIN et al., 1980), cromatografia (WHITE;
HELME, 1985), imunofluorescéncia (BRIMIJOIN et al., 1980; GAMSE; LEMBECK;
CUELLO, 1979) etc. Todavia, a maioria destes estudos detectam apenas a
concentracdo dos neurotransmissores e ndo abordam os aspectos morfologicos de
tais elementos, havendo portanto, a necessidade de uma investigacdo mais detalhada
e especifica e com alto grau de preservacao tecidual. A reduzida qualidade tecidual

dificulta a visualizacéo precisa das estruturas nervosas.

1.5. Neurotransmissores

A seguir sera discutido brevemente as principais caracteristicas de dois distintos
neurotransmissores, a substancia P e a enzima colina acetiltransferase, que foram
submetidos a técnica de imunohistoquimica. Esta técnica foi postulada inicialmente
por Coons, Creech e Jones (1941) no qual descreveram um método
imunofluorescente para deteccdo de antigenos em tecidos através da conjugacéao de
um anticorpo com um corante fluorescente (COONS; CREECH; JONES, 1941). Desde
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entdo este metodo de imunocoloragdo vem sendo amplamente utilizado no
diagndstico anatomo-patoldgico através da ligagdo especifica de um anticorpo com
um antigeno, auxiliando no processo de localizacdo de biomarcadores e proteinas
expressas em diferentes partes de um tecido biolégico. Uma vez que a interacao
antigeno-anticorpo ocorra, surge uma reacao de cor visivel por microscopia de luz ou
luz ultravioleta, possibilitando a identificacdo do antigeno (proteina) (BRANDTZAEG,
1998; RAMOS-VARA, 2005). Vinte e cinco anos mais tarde, a enzima horseradish
peroxidase (HRP) associada com o cromogeno 3'3-DAB (Diaminobenzidina tetra
hidratado) foi usada para estudar rins de camundongos (GRAHAM; KARNOVSKY,
1966). Depois de quase duas décadas, Hancock desenvolveu o método DAB com
niquel, no qual foi adicionado o sulfato de amdnio e niquel, levando a um produto de
reacdo preta a fim de facilitar a visualizagcdo das estruturas imunomarcadas
(HANCOCK, 1984). E através desta técnica, muitos autores conseguiram identificar a
presenca da SP e da CAT em distintas regides do sistema nervoso central (SNC) e
periférico de roedores (CUELLO; FIACCO; PAXINOS, 1978; FACTOR; HART,;
JONAKAIT, 1993; GRAHAM et al., 2007; HEBB; KRNJEVIC; SILVER, 1964; INAGAKI
et al.,, 1982; JONAKAIT; WALKER; HART, 1991; LEE et al., 1985; WALKER et al.,
1991).

A técnica de imunohistoquimica apresenta metodologias bastante diversificadas,
podendo ser direta ou indireta. No método direto os anticorpos primarios sao
conjugados diretamente com enzimas, fluoréforos, biotina ou ouro coloidal, ou seja, o
anticorpo que possui 0 marcador se liga diretamente ao antigeno, resultando numa
Unica etapa, simples e rapida (RAMOS-VARA, 2005). Este método € adequado
apenas quando os anticorpos estdo disponiveis em uma quantidade suficiente para
gue a imunomarcacao ocorra, sendo este um teste com baixa sensibilidade devido a
pequena amplificacdo do sinal (HEYDERMAN, 1979). No método indireto, o anticorpo
primario ndo é marcado, mantendo uma maior atividade e um sinal mais forte,
aumentando com isso a intensidade da reacdo. Todavia, 0 anticorpo secundario
devera ser marcado contra o primario. Além disso, esta técnica apresenta vantagens
adicionais, onde o anticorpo secundario podera ser usado para detectar diferentes
anticorpos primarios concomitantemente. Entre os métodos indiretos destaca-se a
peroxidase-antiperoxidase (PAP) e a avidina-biotina-peroxidase (ABC) e mais
recentemente os polimeros (BERGROTH, 1983; HEYDERMAN, 1979; RAMOS-
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VARA, 2005; VANDESANDE, 1979). Posteriormente ao método ABC surgiram
inovacdes utilizando a streptavidina, conhecida como Labelled Avidin-Biotin (LAB) e a
Labelled Streptavidin-Biotin (LSAB), sendo esta Ultima adotada neste estudo. Esta
técnica divide-se basicamente em trés etapas: 1) aplicacdo do anticorpo primario
dirigido contra o antigeno; 2) aplicagdo do anticorpo secundario biotinilado dirigido
contra o anticorpo primario e 3) streptavidina marcada normalmente com HRP ou
fosfatase alcalina, substancias estas que irdo possibilitar a visualizacdo, conferindo
cor ao local da ligacdo antigeno-anticorpo (ELIAS; MARGIOTTA; GABORC, 1989;
RAMOS-VARA, 2005). Este método de marcacdo imunoenzimética utiliza reacdes do
tipo enzima-substrato para obterem produtos finais coloridos a partir de cromoégenos.
A HRP é a enzima mais comumente usada para esta proposta, obtida a partir da raiz
do rdbano Armoracia rusticana. Este composto apresenta um grupo heme (hematina)
que forma um complexo com o peréxido de hidrogénio (substrato), provocando sua
decomposicdo em agua e oxigénio. Este complexo enzima-substrato ira oxidar um
dador de eletrées (3’3-DAB) ao reagir com o peroxido de hidrogénio, ocasionando a
cor marrom no local da reacdo onde ocorreu a ligacdo antigeno-anticorpo (DAKO,
2013; VEITCH, 2004; WEIR et al., 1974).

1.5.1. Substancia P

A substancia P foi descoberta em 1931 por Von Euler, sendo extraida a partir do
cérebro e intestino de cavalos, apresentando a¢des hipotensivas e com atuacao sobre
a contratilidade da musculatura lisa (HARRISON; GEPPETI, 2001; VON EULER,;
GADUM, 1931). O nome substancia P, que caracteriza este neuropeptideo, foi dado
por Gaddum e Schild (1934), referindo-se ao pé “P” obtido apds o processo de
extragdo. Contudo, somente em 1971 isolaram e caracterizaram a estrutura de
aminoacidos que compdem a SP a partir de estudos em hipotalamo de bovinos
(CHANG; LEEMAN; NIALL, 1971; GADDUM; SCHILD, 1934) Figura 3.

Carolina da Silva Carvalho Tese de Doutorado



Introducéo 41

A )

s

v oLy g
. oo
Ao Y g Y %

| . AL 4 : 3 ¥ 2 hi
A A AR D
) . o

?
L
|
¢ /b W
9
o I g NH2-

‘(\

COOH-

Figura 3. Estrutura molecular da substancia P, H-Arg-Pro?-Lys3-Pro*-GIn®-GIn®-Phe’-Phe8-
Gly®-Leu'®-Met'*-NH?, desenvolvida através do programa Avogadro (HANWELL et al., 2012),
gue possibilita a edicdo e montagem de moléculas.

Uma década depois, a SP foi introduzida como membro da familia de
taquicininas. Os peptideos que constituem essa classe de taquicininas sdo a SP,
neurocinina A (NKA), neurocinina B (NKB), neurocinina K (NPK) e neurocinina y (NP-
y). Estes peptideos por sua vez, exibem atividades biologicas similares e
compartilham uma sequéncia C-terminal comum (COOH-) e uma distinta regido N-
terminal (NH2). A regido C-terminal é crucial para ativacdo dos receptores
neurocinérgicos do tipo NK1, NK2 e NK3, enquanto a regido N-terminal é responsavel
pela especificidade ao receptor (CASCIERI et al., 1992; GUARD; WATSON, 1991,
KRAUSE et al., 1987; PAGE, 2004). Diversos estudos tém mostrado que estas
taquicininas sdo derivadas de precursores codificados por dois genes com
caracteristicas similares, a preprotaquicinina (PPT) A, B e C (GUARD; WATSON,
1991; KURTZ et al., 2002; ZHANG et al., 2000).

A preprotaquicinina A codifica trés RNAm (do inglés, Messenger Ribonucleic
Acid) do tipo a, B e y, que por sua vez, dara origem aos neuropeptideos SP, NKA,
NPK e NP-y. Todavia a preprotaquicinina B ira codificar apenas o NKB, apresentando
apenas dois RNAm (a e B) (CARTER; KRAUSE, 1990; GUARD; WATSON, 1991;
KRAUSE et al., 1987; NAWA; KOTANI; NAKANISHI, 1984). As sequéncias
precursoras da SP sao codificadas por todos RNAm oriundos do gene PPT-A,
enquanto NKA, NPK e NP-y derivam dos RNAm (B e y). A preprotaquicinina C foi
descoberta recentemente, e origina a hemocinina 1 (HK-1) e as endocininas (EKA,
EKB, EKC, EKD) (KURTZ et al., 2002; PAGE et al., 2003; ZHANG et al., 2000). Belluci

et al. (2002) afirmam que a HK-1 apresenta similaridades em relacédo a SP, atuando
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sobre os receptores NK1, NK2 e NK3, mas com alta afinidade por NK1 (BELLUCCI et
al., 2002; MORTEAU et al., 2001) ver representacdo diagramatica de alguns genes

na Figura 4.

CORPO CELULAR

GENES
TRANSCRIGCAO E “SPLICING”
PPT-A RNAmM a B v PPT-B RNAM a B
l l l TRANSLAGAO, l l
PRO:I'EOLITICO,
SP AMIDACAO C-TERMINAL
Sk sP NKB  NKB
TERMINAL NERVOSO NKA NKA
NPK  NP-y \ /
(SNC)  (SNC, SNP) (SNC, SNP)

LOCALIZACAO

v

R

Figura 4. Expresséo dos genes PPT (Adaptado de GUARD; WATSON,1991; HARRISON;
GEPPETI, 2001).

RECEPTORES
POS-SINAPTICOS

Atualmente, trés tipos de receptores taquicininas vém sendo amplamente
discutidos NK1, NK2 e NK3. Os receptores NK1 exibem preferéncia para SP, mas isto
nao implica que este neuropeptideo atue apenas nesta classe de receptores, podendo
ativar também os receptores NK2 e NK3. Contudo, distintas acdes da SP sé&o
mediadas pelo receptor NK1, sendo este expresso a nivel central e periférico estando
presente em neurdnios, células vasculares endoteliais, musculo e diferente tipos de
células imunes (MAENO; KIYAMA; TOHYAMA, 1993; MAGGI, 1995; REGOLI et al.,
1994; PENNEFATHER et al., 2004). Apés a ligagcdo da SP com o receptor NK1,
ocorrera uma rapida endocitose e internalizacdo do receptor, contribuindo para a

dessensibilizacdo das células a sinalizacdo da SP, que € seguidamente degradada
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em um compartimento acido (GARLAND et al., 1994). No SNP, a ativacdo deste
receptor ocasiona importantes efeitos como a vasodilatagcdo, aumento da
permeabilidade vascular, contracdo da musculatura lisa e estimulacdo de secrecdes
salivares e aéreas (MAGGI, 1995). Os receptores NK2 e NK3 por sua vez exibem

preferéncia para a NKA e NKB respectivamente (REGOLI et al., 1994).

A SP encontra-se localizada em areas cerebrais envolvidas na regulacéo neural
reflexa da PA no sistema nervoso central e em neurdnios sensoriais de aferéncias
primarias de distintas fibras amielinicas, atuando sobre inumeros tecidos periféricos
(ARAI; EMSON, 1986; GILLIS et al., 1980; HELKE; O’'DONOHUE; JACOBOWITZ,
1980; HELKE; SEAGARD, 2004; UNGER et al., 1981). Além disso, receptores NK1
que apresentam alta afinidade a SP foram identificados em regibes centrais e
periféricas contribuindo para o fortalecimento da hipétese de participacdo da SP na
modulacdo ou excitacdo reflexa autonédmica (GAMBOA-ESTEVES; MCWILLIAM,;
BATTEN, 2004; MALEY; SASEK; SEYBOLD, 1988; MAZZONE; GERAGHTY, 1999).

Entretanto, em nenhum dos trabalhos supramencionados, foi realizado um
estudo detalhado, investigando a presenca da SP no nervo depressor adrtico, sendo
uma descri¢cdo apenas sugestiva. Contudo, a confirmacao deste neurotransmissor em
aferéncias barorreceptoras periféricas ainda é desconhecida. Existe, portanto a

necessidade explorativa de tal levantamento.

1.5.2. Acetilcolina e acetiltransferase

A acetilcolina (ACo) é sintetizada nos terminais nervosos a partir da acetil-
coenzima A (acetil-CoA) e da colina em uma reacdo catalisada pela colina

acetiltransferase (CAT, sintetizada dentro do pericéario “corpo neuronal”), Figura 5.

Colina Acetiltransferase (CAT)

Acetil coenzima A (Acetil-CoA) + Colina " Acetilcolina

Figura 5. Reacdo catalizada pela colina acetiltransferase (CAT) para sintese da acetilcolina.
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A presenca de CAT no sistema nervoso periférico € uma forte indicacéo de que
a acetilcolina seja utilizada como um de seus neurotransmissores. A colina esti
presente no citoplasma, e € captada por neurbnios colinérgicos a fim de atuar na
sintese da ACo nos terminais nervosos. ApoOs a sintetizacdo da acetilcolina, esta é
rapidamente transportada para o interior das vesiculas, onde fica armazenada de
forma muito concentrada, até o momento de sua liberacdo na fenda sinaptica. Com a
liberacdo da acetilcolina na fenda sinaptica pode ocorrer dois distintos fenébmenos: 1)
a acetilcolina é hidrolisada em acetato e colina pela enzima acetilcolinesterase
(ACoE), que encontra-se concentrada na fenda sinaptica, assegurando uma rapida
diminuicdo na concentracdo deste neurotransmissor no terminal pré-sinaptico; 2)
ligacdo a receptores especificos na superficie da célula pds sinaptica a partir do
disparo de um potencial de acdo que estimulou a exocitose da ACo de vesiculas pré-
sindpticas (ODA, 1999; PURVES et al., 2005; USDIN et al., 1995).

A acetilcolina participa do controle central e periférico do movimento,
funcionamento do sistema nervoso autdbnomo, regulacdo do sono e de multiplos
processos cognitivos como memoaria, atencéo e aprendizado (GOLD, 2003; SARTER;
PARIKH, 2005). Este neurotransmissor exerce suas funcdes fisiolégicas através da
ativacdo de duas distintas familias de receptores conhecidos como colinérgicos, 0s
receptores nicotinicos e muscarinicos (CAULFIELD; BIRDSALL, 1998). O termo
colinérgico refere-se aos receptores que respondem a ACo.

Os receptores nicotinicos (ionotropicos) se encontram principalmente em
juncBes neuromusculares, géanglios autondmicos periféricos e SNC, sendo estes
ativados com a liberacdo da acetilcolina nas sinapses. No SNP, sdo mediadores-
chave no processo de contracdo da musculatura esquelética, e no SNC, estdo
envolvidos em varios processos relacionados as funcfes cognitivas, aprendizado e
memoria, controle motor e analgesia. Este termo nicotinico e muscarinico deve-se a
presenca da nicotina e da muscarina, que também se liga a esta classe de receptores
colinérgicos. Os receptores muscarinicos (metabotropicos, associados a proteina G)
sdo encontrados em orgdos-alvo do sistema parassimpatico e em certos alvos do
sistema simpatico, vasos sanguineos de musculos esqueléticos, ganglios e SNC
(hipocampo, cortex e talamo) (JENSEN et al., 2005; TIWARI et al., 2013).

Atualmente estudos imunohistoquimicos voltados para a identificacdo da CAT

vém sendo bastante utilizados na investigacdo de procedimentos cirdrgicos para
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reconexao axonal (neurorrafia) a fim de verificar processos regenerativos (CAO et al.,
1999; GRAHAM et al.,, 2007). Contudo, descricbes acerca de imunomarcagdes
envolvendo a caracterizacdo da CAT em fibras nervosas periféricas sao relativamente

escassas.

1.6. Fixacao de tecidos

1.6.1. Glutaraldeido versus formoldeido

O glutaraldeido tem sido considerado um excelente agente de formacao
cruzada, resultando em insolubilizacbes de proteinas, promovendo com isso uma
fixagc&o relativamente n&o distorcida das estruturas celulares (HABEEB; HIRAMOTO,
1968). Esse composto vém sendo utilizado como o principal fixativo para técnicas de
microscopia eletrénica por Sabatini, Bensch e Barrnett (1963), garantindo uma boa
preservacao ultraestrutural dos tecidos. No entanto, o formaldeido vém sendo
amplamente usado como o principal fixativo em analises imunohistoquimicas, devido
ao seu elevado grau de penetracao tecidual, boa capacidade de preservacao sobre a
imunorreatividade quando comparado ao glutaraldeido (SABATINI; BENSCH,;
BARRNETT, 1963). Em contrapartida, alguns autores sugerem que o glutaraldeido é
provavelmente mais efetivo na preservacdo morfoldgica (BEROD; HARTMAN;
PUJOL, 1981). Além disso, o uso do glutaraldeido envolvendo a localizacdo
morfolégica de neurotransmissores em nervos periféricos sdo escassamente
compreendidos.

No sistema nervoso periférico (SNP), a utilizacdo do glutaraldeido como fixativo
primario ainda néo foi apropriadamente descrito. No sistema nervoso central, a SP e
a CAT tém sido consideravelmente discutidas (CUELLO; KANAZAWA, 1978;
HOUSER et al., 1983; MCGEER et al., 1974; SHULTS et al., 1984). No entanto, ambos
0S neurotransmissores ndo foram completamente explorados a nivel periférico.

Estudos imunohistoquimicos envolvendo nervos periféricos e a aplicagcdo do
glutaraldeido como fixador priméario sdo raros, sendo os fixativos mais comumente
usados: mistura de acido picrico e paraformoldeido (FRIED; BRODIN;
THEODORSSON, 1989), mistura de formoldeido a 4% e glutaraldeido 0,5-1% “Faglu”
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(COSTA et al., 1980; FURNESS; HEATH; COSTA, 1978), “Karnovsky” ou fixagdo em
solugdo tamponante contendo dois diferentes aldeidos, formoldeido a 4% e
glutaraldeido a 2,5% (KARNOVSKY, 1965) ou apenas paraformoldeido em distintas
concentragdes “Bouin’s fluid” (GRAHAM et al., 2007; STOLL et al., 1989; TANIUCHI
et al., 1988).

As preocupacdes basicas relacionadas a fixacdo do tecido no SNP nao diferem
da metodologia aplicada a tecidos localizados no SNC (medula espinhal ou cérebro).
Em analises morfoldgicas ultraestruturais (microscopio eletrénico ou transmissao) o
glutaraldeido a 2,5-3% é o método de escolha, sendo preferivel a fixagéo por perfusao.
No entanto, ndo é aconselhado a utilizacdo do glutaraldeido para a realizacdo de
analises imunohistoquimicas, devido a capacidade de interferéncia deste fixativo
sobre a deteccdo dos antigenos. Neste caso, o paraformoldeido € o método indicado
para a identificacdo da ligacdo especifica entre antigeno-anticorpo, sendo usado em
concentragdes que variam de 1-4%, ocasionando uma ma preservacao da bainha de
mielina. Todavia, para corrigir este efeito, a adicdo do glutaraldeido em pequenas
concentracfes (0,1-0,2%) € usualmente aplicada. Por fim, quando a fixacdo por
perfusdo torna-se inviavel, a fixacdo por imersao podera ser usada. Este método néao
€ tido como padrao-ouro porém tém sido bastante utilizado em condutas
imunohistoquimicas. O perineuro dos nervos periféricos fornecem uma barreira de
difusdo, e o glutaraldeido penetra lentamente nos feixes de fibra nervosa.
Recomenda-se que nervos grandes sejam cortados no sentido longitudinal (FIX;
GARMAN, 2000; JORTNER, 2011; KASUKURTHI et al., 2009). A maioria dos estudos
optam pela perfuséo para lavagem e fixa¢éo dos tecidos utilizando o paraformoldeido.
Baseados nessas necessidades, um dos objetivos deste estudo foi 0 de demonstrar a
viabilidade do uso do glutaraldeido através da fixac&do por imersdo, como um fixativo
primario, auxiliando na identificacdo de neurotransmissores dentro do sistema nervoso
periférico.

O referido trabalho mostra-se de grande valia, pois 0 modelo apresentado é
pioneiro e inovador, propiciando o esclarecimento de mecanismos intrinsecos do
nervo depressor aortico e sua participacdo como barorreceptor aortico no sistema

cardiovascular, atuando como possivel trajeto de neurotransmissores aferentes.
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho tivemos os seguintes objetivos:
2.1. Objetivos gerais:

1) Padronizacdo da técnica de imunohistoquimica para neurotransmissores em
nervos fixados em altas concentracdes de glutaraldeido (2,5%). Nervos frénicos de
ratos Wistar machos, normotensos, com 20 semanas de idade, foram utilizados e dois
neurotransmissores, a substancia P (SP) e a enzima colina acetiltransferase (CAT)
foram testados.

2) Verificacdo da viabilidade de aplicacdo da técnica padronizada em nervos

frénicos, para o Nervo Depressor Adrtico (NDA).

2.2. Objetivos especificos:

1) Identificacdo e localizacdo da substancia P em axénios do nervo depressor
aortico de ratos Wistar, machos e fémeas, normotensos, com 20 semanas de idade,
fixados altas concentrac6es do glutaraldeido a 2,5%.

2) Quantificacdo da substancia P imunomarcada em axénios do nervo depressor
aortico de ratos Wistar, machos e fémeas, normotensos, com 20 semanas de idade,

a fim de verificar possiveis diferencas entre géneros.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

O referido estudo foi desenvolvido em duas etapas. A primeira parte corresponde
a padronizacao e/ou otimizacao da técnica de imunohistoquimica em nervos frénicos
de ratos Wistar através da localizacéo e caracterizacdo do neurotransmissor SP e da
enzima CAT. A segunda fase, trata-se da identificacédo e quantificacdo da SP no nervo
depressor aortico, sendo este, um possivel neurotransmissor ou neuromodulador do
reflexo barorreceptor.

Foram utilizados no total 38 ratos da linhagem Wistar (Rattus Norvegicus),
normotensos, com 20 semanas de idade, machos e fémeas. Deste total, 16 animais
machos (N=8: SP; N=8: CAT) pesando aproximadamente 599+19¢g foram destinados
a padronizacdo da técnica de IHQ em nervos frénicos. E para a caracterizacédo e
qguantificacdo da SP em nervos depressores aorticos foram utilizados 22 ratos Wistar,
sendo 12 machos e 10 fémeas pesando 627g+13,2 e 381g+5,6, respectivamente.

Os animais provenientes do biotério central da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto foram mantidos, em trios, em gaiolas plasticas grandes (34 x 42 x 37
cm), em ambiente com ventilacdo forcada, temperatura controlada entre 21 e 23 °C,
umidade relativa do ar entre 40 e 70% e ciclo claro/escuro de 12 horas. Os animais,
até o dia do experimento, tiveram livre acesso a agua e ra¢do padréo para roedores
(Nuvilab CR1 — Nuvital ®). O projeto esta de acordo com 0s principios éticos da
experimentacdo animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) sob protocolo USP n° 001/2009 (ver Anexo, sec¢éo 8.1).

3.2. Procedimentos cirdrgicos

Imediatamente antes do experimento, os animais foram pesados, e anestesiados
com pentobarbital sédico (Nembutal, Laboratorio Abbott, lllinois), na dose de 40
mg/Kg, por via intraperitoneal. Os animais foram posicionados na mesa cirurgica em

decubito dorsal, com as patas fixadas em abducdo e submetidos a cervicotomia. A
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dissecacdo da artéria carétida foi realizada para a medida direta da presséo arterial e
o NDA do lado esquerdo (proximo a clavicula até antes da entrada no nervo laringeo
superior), quando presente isoladamente, foi dissecado e posicionado sobre um

eletrodo de aco bipolar para registro de sua atividade espontanea, Figura 6.

Figura 6. A) Cervicotomia para exposicdo do nervo depressor adrtico esquerdo. O nariz do
animal se encontra na parte inferior da imagem. O nervo aértico origina-se das artérias aorta
(arco) a esquerda, ou artéria subclavia direita; B) Note a exposi¢éo do referido nervo em rato
Wistar macho (linha preta) proximo ao nervo vago esquerdo, X par craniano (seta) e artéria
carétida comum esquerda (*).

A atividade nervosa, sincronica com os pulsos de presséao arterial foi amplificada
por meio de um pré-amplificador de alta impedancia (modelo 113, Princeton Applied
Research), e o sinal passado por um filtro ativo passa-banda (100 Hz a 3 kHz). Tal
atividade foi visualizada num osciloscépio (modelo 5113, Tektronics, Inc.) e
monitorizada por um alto-falante. Um integrador de atividade nervosa (modelo 605C,
University of lowa Bioengineering) foi utilizado para contar, em intervalos de 200 ms,
0s potenciais que excedem uma determinada voltagem selecionada imediatamente
acima do nivel de ruido. Essa atividade foi registrada através de um conversor
analdgico/digital (Lynx, Tecnologia Eletrénica Ltda) e gravada (100 Hz) no disco rigido
de um microcomputador (IBM/PC-AT 486) simultaneamente com o0s registros da
pressao arterial pulsatil. Apos o registro da atividade nervosa e da presséo arterial
pulsatil, o nervo depressor aértico foi removido, e mantido em solucdo fixadora

composta por glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato 0,1M, pH 7.4.
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Apés esta etapa, a sensibilidade dolorosa foi novamente verificada, a fim de
constatar a eficacia do anestésico. Em seguida foram submetidos a uma ampla
toracotomia e foram retirados os nervos frénicos direitos e esquerdos (proximal e
distal) da face lateral do pericardio até o diafragma e armazenados em solucéo
fixadora. Imediatamente apos a retirada deste nervo, os animais foram devidamente

eutanasiados.

3.3. Procedimentos histologicos

Apos a dissecacdo, todos os nervos foram esticados sobre uma tira de papel
filtro, para que ndo houvesse retracdo dos mesmos. A seguir, os nervos foram
armazenados numa solucéao fixadora, composta de glutaraldeido a 2,5% em tampéao
fosfato de sédio 0,1M, pH 7.4 por 72 horas, sob agitagdo orbital continua, em
temperatura ambiente a 20°C. Finalizada esta etapa, 0os nervos foram imersos em
distintas concentracdes crescentes de sacarose (10%- 24h; 20%-24h e 30%-24h)
totalizando 72 horas em geladeira, a 4°C. Posteriormente, os nervos foram congelados
em OCT (do inglés Optimal Cutting Temperature) e gelo seco, sendo armazenados a
-80°C, até o momento do corte do material e futura analise por IHQ. Devido ao
tamanho reduzido do nervo depressor aortico, optou-se por realizar o congelamento
dos dois nervos em conjunto, para que fosse mais facil a identificacdo do NDA nos
cortes transversais. O segmento proximal esquerdo do nervo frénico foi congelado
junto ao NDA, tornando viavel a visualizacdo do material durante o processo de corte
histologico.

3.4. Imunohistoquimica

3.4.1. Substancia P e colina acetiltransferase

Os nervos foram cortados em secgdes longitudinais semifinas (16um) e

transversais (18um) em toda sua extensdo. Com o0s nervos isolados, cortados e
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previamente posicionados nas laminas silanizadas (Starfrost, Waldemar Knittel,
Alemanha), iniciou-se a primeira etapa da IHQ. Os nervos foram submetidos a trés
lavagens com Tris-PBS-Triton (10mM Tris, 0.9% NaCl, 0.05% thimerosal, T5125-
Sigma) em 10 mM de tampéo fosfato 0.4M, pH 7.4, contendo 0.3% Triton X-100
(TPBS-Triton) por 10 minutos.

Em seguida, foram realizadas as etapas de bloqueio com soro de cavalo (NHS)
a 10% em TPBS-Triton, por 30 minutos. Posteriormente os cortes foram incubados
em uma solucdo contendo o anticorpo primario diluido em 10% de soro de cavalo e
TPBS-Triton por 24 horas, a 20°C. O anticorpo primario policlonal de coelho anti-
substancia P (RMSP 1/2; 1:10.000; MORRIS et al.,, 1986) e o anticorpo primario
policlonal de cabra anti-colina acetiltransferase (CAT; 1:1.000; Chemicon, Millipore
AB144P) foram utilizados.

Apds a incubacdo com o anticorpo primério, os cortes foram imersos em
anticorpo secundéario biotinilado de burro anti-coelho e burro anti-cabra (1:500, 711-
065-152; 705-065-003, Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove, PA
respectivamente) por 24 horas a 20°C. Com a finalizacao desta incubacéo, as laminas
foram transferidas para o conjugado extravidina-peroxidase (1: 500, E-2886; Sigma)
por 24 horas.

Para revelacdo da imunorreatividade a SP e colina acetiltransferase, os cortes
foram mergulhados por 5 minutos em uma solucdo contendo DAB (3,3’
diaminobenzidina tetra hidratado, DAB-D 5637 Sigma, 50 mg/ml) intensificado com
1% de niquel (Ni-DAB) em 10 mM de tampao fosfato de sédio 0,4 M, pH 7.4 e 4gua
destilada (LEVEY et al., 1986; LLEWELLYN-SMITH; PILOWSKY; MINSON, 1993).
Apoés os 5 minutos, a primeira solucdo com DAB foi retirada e uma segunda solucéo
de DAB + peroxido de hidrogénio (H202, 0.3%) foi novamente acrescida por apenas 2
minutos, a fim de se promover uma reacado insoluvel em alcool (de coloragéao
levemente acastanhada a preta). Em seguida, as laminas foram submetidas a
processos de desidratacéo (alcoois) e diafanizacdo com xileno “xilol”.

Todas as etapas descritas acima foram realizadas em camara Umida com
temperatura ambiente controlada a 20° C, a fim de evitar o ressecamento do material

bioldgico, Figura 7.
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Figura 7. llustragdo da cAmara Umida utilizada em todas as etapas imunohistoquimicas.

Apos a revelacédo, as laminas foram desidratadas em concentracdes crescentes
de etanol (25%, 35%, 50%, 70%, 75%, 80%, 95%, e duas vezes em 100%, 1 minuto
cada etapa), diafanizadas com xilol puro (duas vezes, 1 minuto cada etapa) e
montadas com Permount (Fisher Scientific). Todas as rea¢gdes foram acompanhadas
por laminas de controles negativos, onde 0s anticorpos primarios e secundarios foram
omitidos. Este procedimento assegura a especificidade e a reprodutibilidade do

método.

3.5. Analise qualitativa dos nervos frénicos

Os cortes semifinos obtidos dos nervos frénicos foram observados quanto a
disposicdo dos elementos neuronais e conjuntivos que constituem o nervo, sendo
analisados de forma observacional quanto ao seu aspecto e arranjo dos neurénios
sensitivos e motores. As estruturas imunomarcadas a SP e CAT foram avaliadas e

discutidas de forma semelhante.
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3.6. Analise quantitativa dos nervos depressores aorticos

O processo de quantificacdo das regifes imunorreativas a SP foi realizado na
segunda etapa do projeto (ver secdo 4.4.1), onde apenas os NDA de ratos machos e
fémeas foram calculados. As imagens das seccbes transversais imunomarcadas
foram digitalizadas através da utilizacdo de um microscépio de luz (Carl Zeiss Imager,
M1) acoplado com uma camera digital AxioCam MRC5. Para a digitalizacdo das
imagens, foram utilizadas as objetivas de 100x e um conjunto de lentes auxiliares
(optovar) de 1,25. Apds o processo de digitalizacédo, o célculo da area imunomarcada
e a area total dos fasciculos foram obtidos a fim de quantificar o valor percentual da
area imunorreativa a SP através do programa Image J (versao 1, 49, National Institute
of Health, Wayne Rasband, EUA), sendo o sistema de unidade padronizado em pum?2.
A quantificacdo da area imunomarcada foi realizada de maneira que o observador nédo
tinha conhecimento do género do animal que estava sendo observado. Foram
avaliados 10 nervos (5 de machos e 5 de fémeas) sendo quantificadas cinco seccoes

para cada animal.

3.7. Analise estatistica

O teste de Shapiro Wilk (SW) foi aplicado para testar a normalidade da
distribuicdo de todas as variaveis investigadas. Para as analises paramétricas,
comparacdes entre os grupos foram realizadas através do test T para amostras
independentes e para as amostras nao paramétricas optou-se pelo teste de Mann-
Whitney. As analises estatisticas e graficos foram realizados por meio dos programas
(SPSS, versao 22, IBM Corporation, 2013 e SigmaPlot, versdo 12,5, Systat 2011),

respectivamente.
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4. RESULTADOS

De forma similar aos métodos, os resultados séo apresentados em duas partes.
A primeira refere-se aos dados oriundos da padronizagdo da técnica
imunohistoquimica, envolvendo a identificacdo qualitativa da SP e CAT em nervos
frénicos. E a segunda parte corresponde a quantificacdo e caracterizacdo da SP em

nervos depressores aorticos.

4.1. Substancia P em nervos frénicos

A andlise das seccdes transversais e longitudinais semifinas dos nervos frénicos
através da técnica de microscopia de luz, demonstraram evidente e intensa
imunorreatividade a SP, sendo esta, facilmente visualizada dentro do espaco
endoneural.

A figura 8 ilustra uma boa preservacdo de todos os segmentos dos nervos
frénicos (proximal e distal) de ambos os lados (direito e esquerdo) apresentando um
anico fasciculo, sendo este circundado por um epineuro bem definido. O nervo frénico
mostrado abaixo, é constituido por fibras mielinicas e amielinicas, apresentando
diametros e formatos variados, sendo estas distribuidas no espaco endoneural.

Em cortes transversais, 0s nervos frénicos direito e esquerdo apresentaram uma
imunomarcacao positiva e bem distinta da SP em conjuntos de fibras amielinicas (tipo
C) e em fibras de pequeno didmetro (A-delta) localizadas proximo a periferia do
endoneuro, Figura 8.

A figura 8 ilustra uma grande quantidade de fibras mielinicas de grande ou médio
didmetro, consideradas fibras de conducg&o nervosa rapida (tipo alfa, beta e gama).
Contudo, ndo houve uma imunomarcacao positiva a SP nesta classe de fibras
motoras. Nestas sec¢Oes a bainha de mielina é facilmente visualizada envolvendo o

axoplasma (citoplasma do ax6nio) das fibras mielinicas.
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Figura 8. Cortes transversais do nervo frénico esquerdo de ratos Wistar machos, segmento
proximal (Painéis A, B) e distal (Painéis C, D). Note a possivel presenca de aglomerados de
fibras amielinicas (tipo C, ndo visivel) situado perto do perineuro na periferia do nervo e
dispersos no espaco endoneural (cabeca de setas, B, D, F e H). Seccdes transversais do
nervo frénico direito, segmento proximal (Painéis E, F) e distal (Painéis G, H). Granulacdes
positivas a SP e intensificadas pela utilizacao do niquel (Ni-DAB, resultou em coloragéo preta
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e levemente acastanhada) foram intensamente coradas em feixes de fibras mielinizadas de
pequeno diametro (tipo A-delta) (ver setas, B, D e H). As letras E indicam o epineuro (A, E e
G). As letras S evidenciam o ndcleo de uma célula de Schwann envolvendo fibras mielinicas
de grande diametro (tipo A). As letras A ilustram o axoplasma das fibras mielinicas. Objetivas
de 40x (20um) e 100x (10um) foram utilizadas para a captura das imagens. (*) llustra vasos
sanguineos endoneurais.

Em cortes longitudinais (Figura 9), a disposicao de fibras positivas para SP se
apresenta em feixes que acompanham o eixo longitudinal do nervo, mais evidentes
na periferia do endoneuro, préximos ao perineuro, confirmando os achados dos cortes
transversais.

A figura 9 evidencia uma grande quantidade de granulagdes imunorreativas a
SP que se coram em preto. O endoneuro se cora num tom amarelo claro apds o
processo de diafanizacdo, acentuando a positividade da marcacdo. O perineuro
aparece como varias camadas de células achatadas (9B) e de coloragcdo marrom
claro. Note a presenca de um vaso sanguineo preenchido com pequenas hemécias

coradas em amarelo no interior do endoneuro, Figura 9A.

C) - D) oo

Figura 9. Cortes longitudinais do nervo frénico esquerdo de ratos Wistar machos, segmento
proximal (Painel A) e distal (Painel B). Note pequenas granulacdes densamente marcadas ao
longo da superficie do nervo (cabeca de setas). (Painel C) corresponde ao segmento proximal
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(Painel D) e distal do nervo frénico direito de ratos machos. Detalhe da imunohistoquimica,
mostrando uma marcacao positiva para SP, sendo esta bastante focalizada e seguindo o
trajeto da fibra nervosa. (*) Indica vasos sanguineos. Objetivas de 20x (50 um) e 40x (20 um).

4.2. Colina acetiltransferase em nervos frénicos

As fibras de grande, médio e pequeno diametro imunorreativas a colina
acetiltransferase (CAT) sédo visualizadas em cortes transversais de nervos frénicos de
ratos normotensos, Figura 10.

A figura 10 (A, B, C e D) mostra intensa marcacéao positiva em axdnios mielinicos
calibrosos que correspondem as fibras nervosas do tipo alfa, beta e gama. Esses
achados estdo em situacdo contraria a descricdo acima, onde apenas as fibras
amielinicas e de pequeno diametro (A-delta) foram imunomarcadas a SP, fornecendo
um panorama favoravel a aplicabilidade desta técnica em NDA de ratos, devido sua
eficacia na diferenciacdo de fibras nervosas sensoriais e motoras. Notar que as
bainhas de mielina ndo se encontram imunomarcadas, sendo a presenca de CAT
confirmada no interior dos axdnios somente.

Em cortes longitudinais figura 10 (E, F) os segmentos distais apresentam uma

intensa marcacao sugerindo que ha um acumulo de CAT em termina¢cdes nervosas.
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Figura 10. Cortes transversais do nervo frénico proximal (Painéis A, B, C, D) mostrando uma
evidente imunopositividade para CAT em ax6nios mielinicos de grande, médio (cabecas de
seta) e de pequeno diametro (setas). Iniumeras linhas axonais coradas ao longo dos feixes de
fibras nervosas confirmam a presenca desta enzima, precursora da acetilcolina em cortes
longitudinais proximal (Painel E) e distal (Painel F). As letras P ilustram o perineuro. A letra S
indica o nucleo de uma célula de Schwann. As letras A mostram o axoplasma das fibras
mielinicas. (*) Eritrécitos no vaso sanguineo. Objetivas de 20x (50 um) e 40x (20 pm).

Ainda, tanto nos cortes transversais quanto nos longitudinais, a imunomarcacao
para CAT mostra que as fibras motoras estéo dispersas por todo o espac¢o endoneural,

diferentemente do observado para a SP.
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4.3. Nervo depressor aortico

4.3.1. Dados fisiolégicos

A figura 11 mostra os valores médios da pressdo arterial de ratos machos e
fémeas, coletados apds cervicotomia e dissecacao da artéria carédtida apresentando
valores basais de pressao arterial sistOlica, diastolica e média. A comparacao entre
géneros nao apresentou diferencas significativas em relacdo a estes parametros
p>0,05.

200 1 MM Machos

1 Fémeas
180 -~

160 - T

140 - .
120 A
100 A
80
60 -

40 -

Pressao Arterial (mmHg)

O T T T
PAS PAD PAM

Figura 11. Parametros fisiologicos da presséo arterial sistolica (PAS), diastolica (PAD) e
média (PAM) dos ratos Wistar machos e fémeas. Valores expressos em Média + Erro padrao.

Como esperado, diferencas estatisticamente significativas foram encontradas
nas variaveis peso, sendo os machos maiores e 61% mais pesados do que as fémeas

p=0,001, ver valores médios na secao 3.1.
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4.4. Aspectos morfoldégicos e imunohistoquimicos

4.4.1. Substancia P

Nossos resultados demonstram de forma inédita a presenca da SP em
aferéncias barorreceptoras do nervo depressor adrtico esquerdo de ratos machos e
fémeas.

A figura 12 (A,B,C e D) ilustra secc¢fes transversais com uma evidente e intensa
imunopositividade a SP em feixes de ax6nios amielinicos (tipo C) e fibras de pequeno
didmetro (tipo A-delta) em segmentos proximais e distais do NDA, sendo esta
constatacdo semelhante aos achados obtidos durante a padronizacdo da técnica
utilizando os nervos frénicos. Notamos a presenca de uma maior positividade a SP
em segmentos distais, localizagcdo onde aparentemente predomina-se 0s conjuntos
de fibras amielinicas.

Em segmentos proximais ndo houve uma separacdo regional entre axénios
mielinicos e amielinicos, mostrando uma distribuicdo uniforme de fibras mielinicas de
pequeno, médio e principalmente grande calibre. Notamos a presenca de uma
imunomarcacdo mais puntual nos segmentos proximais (ver Figuras 12 A e C). Em
contraste, em segmentos distais (proéximo ao arco aortico) foi possivel visualizar uma
evidente delimitacdo entre estas duas classes de fibras nervosas. Percebe-se uma
distribuicdo assimétrica das fibras mielinicas (M) e amielinicas (AM) dentro do espaco
endoneural (12B) com intensa reatividade ao referido neuropeptideo e com inimeras
areas imunomarcadas, na porcdo que contém uma maior quantidade de fibras
amielinicas. De forma complementar, secc¢fes transversais semifinas do NDA foram
coradas com azul de toluidina a 1% com a finalidade de evidenciar a disposi¢cao das
fibras mielinicas e amielinicas (12 E e F), possibilitando a verificacdo de similaridades
com nossos achados imunohistoquimicos.

Por fim, a figura 12G ilustra o percentual comparativo de marcacéo entre 0s
géneros, com aparente predominio da SP em machos, sem diferenca significativa
p>0,05. A area fascicular mostrou-se maior em ratos machos (2479,6 um2+260,9)
comparado com as fémeas (1689,2 um?+177,2), p=0,037 com uma diferenca de 32%

entre 0s genéros.
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Figura 12. (A, C) Corte transversal do segmento proximal do NDA (lado esquerdo) ratos
Wistar machos e fémeas respectivamente, contendo visiveis conjuntos de fibras mielinicas de
grande, médio e pequeno calibre (M). GranulagBes positivas a SP e intensificadas pela
utilizacao do niquel (Ni-DAB, resultando em coloracao preta e levemente acastanhada) foram
intensamente coradas de forma pontualizada proximo ao perineuro, ver setas; (B, D) Corte
transversal do segmento distal, mostrando feixes de axénios amielinicos (AM) e mielinicos
(M) em ratos machos e fémeas respectivamente; Ver (E, F) para fins meramente
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comparativos, perceba a disposicdo das fibras mielinicas e amielinicas em imagens
morfoldgicas do NDA, corroborando com os achados imunohistoquimicos; (G) Percentual da
area total imunomarcada, comparac¢do entre machos e fémeas. A letra S indica o ndcleo de
uma célula de Schwann envolvendo uma fibra mielinica. (*) Indica vasos sanguineos.
Objetivas de 100x+1,25 optovar (20um) e 100x+1,6 optovar (10 um).

Em cortes longitudinais (Figura 13) identificamos grande quantidade de granulos
densamente corados ao longo dos feixes de fibras nervosas. Esses feixes
acompanham o eixo longitudinal do nervo e a maioria se localiza na periferia, no
espaco endoneural muito préximo ao perineuro, confirmando os achados dos cortes
transversais. O fasciculo do nervo é circundado por tecido conectivo chamado
perineuro, de coloracdo marrom-escuro. A regido central da fibra nervosa devido ao
processo de diafanizacdo adotou uma coloragcdo amarelada que possibilitou uma

maior acentuacao da marcacao ao neuropeptideo.

20um D)

Figura 13. Cortes longitudinais do NDA esquerdo de ratos Wistar machos (A, C) e fémeas (B,
D) altamente reativos a SP foram intensamente marcadas em feixes de possiveis fibras
amielinicas (tipo C). Observe a distribuicdo de densas granulagdes dentro de fibras nervosas
aferentes (cabecas de setas), localizadas préximo ao perineuro (P). (*) Vasos sanguineos
endoneurais. Objetivas de 40x.
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5. DISCUSSAO

A fixacdo por imersao utilizando glutaraldeido a 2,5% em 0,1M de fosfato de
sédio possibilitou a preservacdo da imunorreatividade para neuropeptideos e
marcadores colinérgicos em nervos periféricos. Com a utilizacdo de um microscépio
de luz, esta técnica mostrou-se eficaz na preservacdo da morfologia tecidual, sem
amplificar os sinais de coloragéo de fundo “background”.

Contraditoriamente, um limitado nimero de autores descreveram a eficiéncia e
a utilidade do uso de altas concentracdes de glutaraldeido ndo apenas para 0s
estudos de microscopia eletrbnica, mas também para a microscopia de luz em
imunohistoquimica envolvendo o sistema nervoso central (KOSAKA et al., 1986;
LLEWELLYN-SMITH; MINSON, 1992). Corroborando com nossos achados, Mrini et
al. (1995) descreveram que cortes de tecidos cerebrais de ratos perfundidos com 3,5%
de glutaraldeido apresentaram uma qualidade equivalente ou superior quando
comparados com outras misturas (paraformoldeido 4% + glutaraldeido 0,05-0,2%)
para a maioria dos antigenos pesquisados. Dos dezessete antigenos investigados
neste trabalho, a fixacdo por glutaraldeido puro obteve a pontuacdo méaxima de
intensidade para a maioria dos elementos imunormarcados, correspondendo a 82%
(14 dos 17). De forma geral, a combinacdo de dois diferentes aldeidos mostrou-se
mais prejudicial do que o glutaraldeido puro (MRINI et al., 1995). Similarmente,
Llewellyn-Smith e Minson (1992) demonstraram uma boa imunorreatividade para
neuropeptideos (SP, encefalina e neuropeptideo Y) apds fixacdo em solucbes
tamponantes contendo 1-2,5% de glutaraldeido. Adicionalmente, afirma que a alta
concentracdo de glutaraldeido promove uma melhor conservacdo dos anticorpos
primarios do que fixativos com pouco ou nenhum glutaraldeido em sua composicao,
garantindo dilui¢cdes relativamente elevadas destes anticorpos (LLEWELLYN-SMITH,;
MINSON, 1992).

No SNP, Gottschall (1981) utilizando o glutaraldeido a 2,5% foi capaz de
evidenciar marcagbes positivas a acetilcolinesterase, enzima responsavel pela
hidrélise da acetilcolina em colina e acetato, em nervos frénicos de ratos Wistar. Fato
este que possibilitou a obtencédo de resultados bastante satisfatorios, precisos e de
intensa imunorreatividade em fibras motoras (GOTTSCHALL, 1981). Ohnishi, Offord
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e Dyck (1974) analisaram o efeito da duracdo da fixacdo do glutaraldeido a 2% apos
1 ou 12 horas de fixacdo em nervos fibulares (ramo do nervo isquiatico). Nao foram
encontradas diferencas significativas em relacdo aos parametros morfométricos (area
fascicular, numero de lamelas de mielina, area da fibra mielinica), comprovando a
eficacia do procedimento (OHNISHI; OFFORD; DYCK, 1974). Além disso, estudos
imunohistoquimicos voltados a tecidos periféricos evidenciaram similaridades em
relacdo aos fixadores utilizados. Grube (1980) através do uso de novos marcadores
fluorescentes associado com 3’3 DAB e peroxidase (PAP) testou distintos fixadores
(paraformoldeido + &cido picrico, paraformoldeido+ glutaraldeido e glutaraldeido
puro) em tecidos de ratos e humanos, onde foi constatado que todas as células foram
imunomarcadas independente do tipo de fixativo e do anticorpo testado (GRUBE,
1980). Graham e Karnovsky (1966) relataram que a localizacdo da atividade
enzimatica (DAB + peroxidase) ndo difere dos tecidos submetidos a diferentes
agentes fixadores como o glutaraldeido puro (5%) ou misturas de formoldeido (4%) +
glutaraldeido (5%) quando examinados por microscopia de luz e eletrénica (GRAHAM;
KARNOVSKY, 1966). Vale ressaltar que a distribuicdo da SP em fibras amielinicas e
de pequeno didametro A-delta, visualizadas neste estudo, foram similares as
descri¢cdes imunohistoquimicas discutidas anteriormente, no qual ndo foi adicionado
o fixador glutaraldeido (KNIGHT et al., 1987; LAWSON et al., 1993; MCCARTHY;
LAWSON, 1989). De forma equivalente, a localizacdo da CAT, mostrou alta
similaridade com estudos onde o glutaraldeido foi aplicado como fixador primario
(GOTTSCHALL, 1981).

Com relacdo ao método LSAB empregado neste estudo, Ramos-Vara (2005)
descreve que o supracitado teste, apresenta uma maior sensibilidade em relacdo a
técnica ABC, podendo identificar pequenas quantidades de antigenos (RAMOS-
VARA, 2005). De acordo com Nakane e Pierce (1967) a conjugacao de enzimas e
anticorpos nao limita a atividade enzimatica e imunologica do tecido, podendo ser
aplicado tanto a nivel de microscopia de luz quanto eletrbnica devido a sua
especificidade em marcar o local da ligagdo antigeno-anticorpo (NAKANE; PIERCE,
1967). No que se refere ao método de fixacdo, Fix e Garman (2000) relata que a
utilizacdo da imersdo direta de tecidos nervosos em solugéo fixadora a base de
aldeidos (glutaraldeido, formoldeido) € um método bastante usual. Todavia é

preferivel a perfusdo sistémica para a lavagem e fixacdo do leito vascular (FIX;
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GARMAN, 2000). Kasukurthi et al. (2009) avaliaram a preservacao do nervo isquiatico
comparando estas duas técnicas, a de perfusdo e a de imersao. Contudo, n&do foram
encontradas variacées qualitativas ou quantitativas entre os dois métodos. Embora a
perfusdo seja considerada o padrao-ouro, a fixagcdo por imersao é realizada mais
facilmente, exige uma menor quantidade de fixador e minimiza o tempo de operacao
(KASUKURTHI et al., 2009). O referido estudo através de altas concentracdes de
glutaraldeido puro e da fixacdo por imersdo, mostrou-se eficaz na preservacao
tecidual, garantindo uma boa integridade celular e quimica das fibras motoras e
sensoriais por meio de processos imunohistoquimicos.

Atualmente, o glutaraldeido € aplicado extensivamente apenas em andlises
ultraestruturais (microscopia eletrénica) seguido de pos fixacdo com tetroxido de
osmio (FAZAN et al., 2009; HOPWOOD, 1972; HOPWOOD; CALLEN; MCCABE,
1970; WEBSTER; COLLINS, 1964) ou através de misturas contendo paraformoldeido
e glutaraldeido (ABRAHAO et al., 2004). A microscopia eletrénica é ainda hoje um
método extremamente dispendioso, que demanda tempo e mao de obra
especializada. O estabelecimento de técnicas imunoenzimaticas de baixo custo, com
boa especificidade e sensibilidade através da técnica de microscopia de luz é de
consideravel importancia. A somatoria destes fatos reforcam a veracidade e
reprodutibilidade de nossos achados imunohistoquimicos, inserindo o glutaraldeido
como um fixador primario em estudos voltados para a microscopia de luz convencional

aplicados em nervos periféricos.

5.1. Neurotransmissores

5.2. Substancia P

Os achados qualitativos oriundos da padroniza¢ao imunohistoquimica em nervos
frénicos possibilitou a identificacdo de axdnios mielinicos e amielinicos em vias
motoras e sensoriais (aferentes e eferentes), comprovando a eficacia da técnica e da
utilizacéo do glutaraldeido como fixador primario em nervos periféricos.

Em relacdo aos aspectos morfologicos macro e microscopicos, 0 nervo frénico
consiste de trés camadas. A camada mais externa é envolvida por tecido conjuntivo

frouxo e gordura, denominada de epineuro. Abaixo do epineuro reside o perineuro
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(segunda camada), que envolve completamente o nervo. O perineuro contém
camadas de células escamosas que séo interconectadas por jungfes firmes “tight
junctions”. O endoneuro é a terceira camada e também a mais interna, sendo
composto basicamente de fibras colagenas orientadas longitudinalmente que
preenchem grande parte do espaco entre os axbnios mielinicos e amielinicos no
interior do perineuro (FAZAN et al., 2009; LANGFORD; SCHMIDT, 1983). Os axonios
das fibras mielinicas apresentam-se envolvidos por uma bainha de mielina tipica,
regular e de aspecto compacto. Esta bainha € formada por multiplas camadas
compactas de membranas plasméticas lipidicas que atuam na transmissdo do impulso
nervoso saltatério, garantindo uma conducao nervosa rapida (NAVE; WERNER, 2014;
QUARLES; MACKLIN; MORELL, 2006). O aspecto desarranjado de algumas bainhas
de mielina é interpretado como artefato de processamento. E sabidamente
reconhecido que fibras mielinicas de grande didametro apresentam proporcionalmente
bainhas de mielina mais espessas do que as fibras de pequeno diametro (FRAHER,
1992). Essa diferenca pode ser constatada comparando as fibras mielinicas de grande
calibre com as de menor, onde os axdnios com pequeno diametro sdo envolvidos por
uma bainha de mielina fina e axénios maiores com bainha de mielina espessa. Alguns
fasciculos do nervo frénico apresentaram um Unico vaso capilar no espaco
endoneural, consistindo de endotélio, lamina basal e pericitos, e com uma localizacédo
mais central. No entanto, este nimero pode ser variavel.

Os principais componentes dos nervos frénicos que foram processados
congelados nado diferiram de outros nervos, apresentando ax6nios mielinicos e
amielinicos, células de Schwann que envolvem os ax6nios, bainha de mielina,
axoplasma, epineuro, perineuro, endoneuro, vasos sanguineos (eritrécitos), sendo
estes circundados por tecido conjuntivo e fibras de colageno. Todos estes aspectos
macroscopicos puderam ser contemplados através da microscopia de luz. E tais
caracteristicas ja foram descritas anteriormente (FAZAN et al., 2009; RODRIGUES
FILHO; FAZAN, 2006). Nos cortes de todos os nervos estudados sdo observadas
fiboras de aspecto normal dentro dos fasciculos. Estas observacdes qualitativas
possilibilitaram a identificacdo da SP em aferéncias nervosas, que se estende ao
longo de todo axbnio, demonstrando a eficacia do glutaraldeido na preservacao
morfoldgica de nervos periféricos (FAZAN et al., 2009; RODRIGUES FILHO; FAZAN,
2006).
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Com relacdo aos achados imunohistoquimicos, a presenca de
imunorreatividade & SP pdde ser visualizada de forma condensada em varias areas
dispersas por todo o endoneuro, sendo identificada predominantemente proximo ao
perineuro dos nervos frénicos, regido esta que contém grupos de fibras amielinicas
(tipo C) e de fibras de pequeno diametro A—delta, corroborando com a localizagao
relatada em estudos morfolégicos e ultraestruturais de ratos (FAZAN et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2011). Embora os conjuntos ou feixes de fibras amielinicas nao
possam ser visualizadas claramente através da microscopia de luz convencional, a
SP é descrita como sendo o0 neurotransmissor primario de neurbnios sensoriais
(axbnios amielinicos) e fibras de pequeno diametro (mielinicas finas) (CARLTON;
ZHOU; COGGESHALL, 1996; HOKFELT et al., 1975; LAWSON et al., 1993; LEEMAN;
GAMSE, 1981; LEMBECK; GAMSE, 1982; MCCARTHY; LAWSON, 1989; WHITE,
1997). Estas fibras aferentes transmitem informag¢des somatossensoriais do SNP ao
SNC, a fim de ser processada e interpretada centralmente. Todavia, para uma
visualizacdo precisa destes conjuntos de fibras amielinicas 0s microscopios
eletrbnicos de transmissao ou de varredura poderao ser utilizados, possibilitando com
iSSo a observacéao direta de aspectos ultraestruturais das fibras (FAZAN et al., 2009).

O nervo frénico e os demais nervos periféricos possuem basicamente 4 tipos
de fibras A (alfa, beta, gama e delta, mielinicas) e fibras do tipo C (amielinicas)
(LANGFORD; SCHMIDT, 1983; LI; BAK, 1976; WHITWAM, 1976). Distintamente,
alguns autores classificam em 3 classes: A (fortemente mielinizadas) B (menos
mielinizadas) e C (amielinicas) (GARTNER; HIATT, 2007). Hoitsma et al. (2004)
descreve uma categorizacdo baseada no tamanho, fibras mielinicas de grande
diametro (A-alfa e beta), médio (A-gama), pequeno (A-delta) e amielinicas (C)
(HOITSMA et al.,, 2004). As fibras A-alfa sdo responsaveis pela contracdo dos
muasculos esqueléticos e pela propriocepcdo enquanto que as fibras A-beta
transmitem informacdes relacionadas as sensacdes de toque. As fibras A-gama, por
sua vez, carregam fungcées motoras para os fusos musculares (HOITSMA et al., 2004;
LI; BAK, 1976). Estudos envolvendo a identificagdo ou quantificacdo de
neurotransmissores em nervos periféricos sdo escassos e pobremente
compreendidos. No entanto, alguns autores vém investigando a SP em distintos
nervos de composi¢ao mista. Yaksh et al. (1980) descreveram que apos a estimulagéo

elétrica bilateral do nervo isquidtico de gatos aumentou a liberacdo da SP
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substancialmente em fibras do tipo C e A-delta, enquanto que as fibras A-alfa e beta
apresentaram uma expressao insignificante (LEEMAN; GAMSE, 1981; YAKSH et al.,
1980). Além disso, a distribuicdo de axdnios imunopositivos a SP tém sido descrito
em aferéncias primarias de pequeno diametro em nervos intra-renais de ratos, que
projeta a informacdo para a medula espinhal e depois para o tronco encefélico
(KNIGHT et al., 1987). Essas fibras nociceptivas do tipo C e as fibras de pequeno
diametro (A-delta, mielinicas finas) que contém a SP, podem atuar transmitindo a
sensacao de dor e temperatura, bem como de funcdes autonémicas (HOITSMA et al.,
2004). De acordo com Malthe-Sgrenssen e Jktedalen (1982) a SP é conduzida
atravées do nervo frénico por meio do transporte axonal rapido (MALTHE-
SORENSSEN; JKTEDALEN, 1982). No entanto, neste trabalho n&o foi possivel
observar imunorreatividade positiva em fibras de grande diametro (A-alfa e A-beta ou
A-gama) para este neurotransmissor. Adicionalmente, estudos fisiolégicos e
imunohistoquimicos verificaram a positividade para SP em ganglios da raiz dorsal (L4)
de ratas Wistar fémeas. No entanto, a SP foi identificada em apenas 50% dos
neurénios pequenos (fibras C), em 10-20% dos neurbénios médios (fibras A-delta) e
0% em neurdnios grandes (fibras A-alfa e beta) (LAWSON et al., 1993; MCCARTHY;
LAWSON, 1989).

Nas ultimas décadas, houve um crescente interesse na SP, visto que, este
neuropeptideo encontra-se localizado em areas cerebrais envolvidas no controle
cardiovascular. Estudos vém relatando sobre a possivel participacdo da SP na
modulacdo do sistema nervoso autbnomo simpatico e parassimpatico, uma vez que
esta substancia encontra-se em centros responsaveis por ativacdes e/ou inibicdes
destes mecanismos em diversas espécies animais, sendo este neuropeptideo
localizado no nucleo do trato solitario (MORILAK; MORRIS; CHALMERS, 1988;
SHULTS et al., 1984), bulbo ventrolateral caudal (KAWANO; MASUKO, 1997), bulbo
ventrolateral rostral (HELKE et al., 1984; LI; GUYENET, 1997; MILNER et al., 1988),
coluna intermédio-lateral (CHARLTON; HELKE, 1987; HELKE et al., 1982; NAKAYA
et al., 1994; TAKANO; LOEWY, 1984), nucleo ambiguo (AGARWAL; CALARESU,
1991; NAKAYA et al., 1994; RIBEIRO DA SILVA; HOKFELT, 2000), nervo vago
(GAMSE; LEMBECK; CUELLO, 1979; BRIMIJOIN et al., 1980; VON EULER, 1963) e
nervo do seio carotico (JACOBOWITZ; HELKE, 1979). O NTS é uma regido rica em

terminais nervosos contendo a SP e receptores NK1, cuja inervagdo advém de fibras
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aferentes primarias do nervo vago e glossofaringeo (GILLIS et al., 1980; HELKE;
O’'DONOHUE; JACOBOWITZ, 1980; MAZZONE; GERAGHTY, 1999). De fato,
microinjecdes da substéancia P no NTS acarretam queda da PA e reducdo da
frequéncia cardiaca (FC), sugerindo que a SP seja um transmissor do reflexo
barorreceptor (HALL; MILEY; STEWART, 1989; KUBO,; KIHARA, 1987; VAN
GIERSBERGEN; PALKOVITS; DE JONG, 1992). Kubo e Kihara (1987) injetando
baixas dosagens de SP no NTS de ratos ocasionou hipotenséo, bradicardia e apnéia.
Além disso a administracdo de antagonistas a SP aboliram respostas
cardiovasculares (KUBO; KIHARA, 1987). Similarmente, Hall, Miley e Stewart (1989)
observaram queda na PA e na frequéncia cardiaca apos injecao da SP em regides
consideradas barorreceptoras (HALL; MILEY; STEWART, 1989).

Inimeros estudos relataram os efeitos da inje¢cdo da SP no NTS atuando sobre
a inibicdo da atividade simpética e acentuada ativacdo vagal (HAEUSLER,;
OSTERWALDER, 1980; HALL; MILEY; STEWART, 1989; KUBO; KIHARA, 1987;
LOREZ; HAEUSLER; AEPPLI, 1983; LUKOVIC; DE JONG; DE WIED, 1987). Contudo
divergéncias acerca de tal efeito depressor (ABDALA; HAIBARA; COLOMBARI, 2003;
CARTER; LIGHTMAN, 1983; SEAGARD; DEAN; HOPP, 2000; TALMAN; PERRONE;
REIS, 1980) ocorrem devido a diversidade de métodos utilizados (HALL; MILEY;
STEWART, 1989), podendo estar relacionado com a utilizagdo de diferentes
anestésicos (MISTROVA; KRUZLIAK; CHOTTOVA DVORAKOVA, 2015). No entanto
microinjecdes da SP tém promovido um aumento da sensibilidade da resposta reflexa
bradicardica via NTS (CHAN; BARNES; CHAN, 1990; SEAGARD; DEAN; HOPP,
2000).

Em contrapartida, Gilbey, McKenna e Schramm (1983) verificaram que a injecao
de SP em neurdnios pré-ganglionares simpaticos localizados na medula toracica de
ratos ocasionou a despolarizacado de neur6nios da coluna dorsal da medula espinhal,
aumentando com isso a descarga simpatica (GILBEY; MCKENNA; SCHRAMM, 1983).
Estes resultados indicam que a SP pode ser um transmissor excitatério ou modulador,
elevando a atividade simpatica (HELKE; CHARLTON; KEELER, 1985).

No SNP diversas regides contendo a SP foram investigadas através da técnica
de imunohistoquimica ou tracadores neuronais, principalmente aquelas associadas ao
trajeto de aferéncias barorreceptoras. Helke, O’Donohue e Jacobowitz (1980)

visualizaram a SP em discretas fibras na tlnica adventicia do arco adrtico e da regido
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do seio carotico de ratos. Adicionalmente, corpos celulares imunorreativos a SP
também foram encontrados na por¢ao rostral do ganglio nodoso através da marcagao
axonal retrégrada com true blue (HELKE; GOLDMAN; JACOBOWITZ, 1980; HELKE;
O'DONOHUE; JACOBOWITZ, 1980) e ganglio petroso (HELKE; NIEDERER, 1990).
Adicionalmente, Helke, O"Donohue e Jacobowitz (1980) descreveram que a remogao
uni-lateral do ganglio nodoso reduziu a quantidade da SP em por¢cbes do NTS
sabidamente reconhecidas como barorreceptoras e quimiorreceptoras (NTS
intermediaria e NTS caudal), respectivamente (HELKE; O DONOHUE;
JACOBOWITZ, 1980). Vale ressaltar que em todos o0s experimentos
imunohistoquimicos supracitados foram utilizados paraformoldeido em distintas
concentracfes, “puros” ou associados com baixissimas concentracdes de
glutaraldeido, sendo esta ultima condicdo considerada rara. Por fim, a presenca da
SP em todos os niveis do arco barorreflexo, sugere que este peptideo apresente um
papel modulatério no controle barorreflexo da pressdo sanguinea (HELKE;
SEAGARD, 2004; SEAGARD; DEAN; HOOP, 2000).

Estes fatos apresentados mostram que até o presente momento, 0 mecanismo
de sinalizacdo da SP bem como sua participacdao na regulacdo reflexa da pressao

sanguinea ainda precisa ser compreendido.

5.3. Colina acetiltransferase

A imunorreatividade para CAT foi intensamente evidenciada no interior das fibras
mielinicas de pequeno, médio e grande diametro, preenchendo praticamente todo o
espaco endoneural dos nervos frénicos, exceto os conjuntos de fibras amielinicas (tipo
C). De forma semelhante a SP, investigacbes imunohistoquimicas envolvendo a
neurotransmissdo  colinérgica  periférica  sdo escassas, € descricdes
imunohistoquimicas em nervos periféricos sdo praticamente inexistentes. Estes
achados fornecem subsidios que comprovam a eficacia da técnica na imunomarcacao
de nervos periféricos, sendo capaz de reconhecer distintas fibras motoras e
sensoriais, revelando desta forma os axonios colinérgicos periféricos.

Como esperado, a musculatura esquelética e muitos nervos periféricos contém

a CAT e o neurotransmissor acetilcolina. Segundo, Hebb, Krnjevic e Silver (1964) a
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desnervacdo crbnica de nervos frénicos ocasionam uma reducédo na liberacdo da
enzima CAT e torna a acetilcolina praticamente indetectavel, sugerindo que ha um
acumulo destas substancias em terminacdes nervosas (HEBB; KRNJEVIC; SILVER,
1964). Similarmente, Gottschall (1981) identificou a enzima acetilcolinesterase em
fibras mielinicas motoras do tipo A (alfa e gama), exibindo uma imunopositividade de
71% nesta classe de axonios, sendo esta bastante evidente no interior das fibras
mielinicas (axoplasma). Contrariamente, as fibras sensoriais mostraram-se
negativamente imunomarcadas (29%) (GOTTSCHALL, 1981). Graham et al. (2007)
identificaram a CAT em ax6nios de grande, médio e pequeno diametro a partir de
nervos isquiaticos de ratos Sprague-Dawley, fixados com paraformoldeido a 4%,
diluido em tampé&o fosfato a 0,1M, pH 7,2 (GRAHAM et al., 2007). Embora os autores
tenham optado por um fixador usual e rotineiro de praticas laboratoriais, estes
resultados se assemelham aos nossos dados, confirmando a consisténcia e
veracidade das informacdes apresentadas.

Como esperado, a presenca de CAT no nervo frénico indica que o
neurotransmissor acetilcolina seja produzido no neuroplasma (citoplasma da célula
nervosa) e que atue sobre juncdes neuromusculares participando do controle motor

do musculo diafragma.

5.4. Nervo depressor aoértico

As andlises fisioldgicas revelaram discretas alteracdes nos indices sistélicos e
diastélicos de ambos os grupos investigados. Todavia esta condicdo nao é
classificada como patolégica, uma vez que 0s animais estdo sob a influéncia de
anestésicos. O pentobarbital, anestésico utilizado neste estudo, € amplamente aceito
na pratica clinica e laboratorial, sendo de baixo custo e de rapido efeito. No entanto,
pode promover efeitos variaveis no sistema cardiovascular, dependendo da dose,
espécie e estado volémico. Investigadores relataram que o pentobarbital ndo deprime
tdo eficazmente o sistema cardiovascular quanto o anestésico cetamina e xilazina,
fornecendo uma inadequada ou inconsistente analgesia em camundongos. Os
animais sob o efeito do pentobarbital mostraram-se muito nervosos apos a aplicacéo

do anestésico e demoraram para adormecer (6-7 min) em comparacao aqueles
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submetidos a cetamina e xilazina (2-3 min) (ERHARDT et al., 1984). Folle e Levesque
(1976) reportaram aumento da pressao arterial em ratos (FOLLE; LEVESQUE, 1976).
Tuma et al. (1985) verificaram que ratos fémeas (N=344, 12 meses de idade),
submetidas ao referido anestésico tiveram uma elevacdo da pressao arterial média
(130 mmHg) quando comparadas aos ratos acordados (114 mmHg) (TUMA et al.,
1985). Por outro lado, Wixson et al. (1987) nédo relataram alteracdes significativas na
frequéncia cardiaca de ratos com o uso do pentobarbital (WIXSON et al., 1987), no
entanto a taquicardia é vista em coelhos submetidos a doses subanestésicas
(MURTHY et al., 1982).

Com relacdo aos aspectos morfologicos, o referido nervo apresentou
caracteristicas morfolégicas semelhantes aquelas descritas por Fazan, Salgado e
Barreira (1997) e Fazan et al. (1999), sendo composto por axdnios mielinicos e
amielinicos, nucleo de células de Schwann, fibras de colageno no perineuro e
endoneuro, pequenos e grandes vasos sanguineos endoneurais, perineurais e
epineurais. O NDA é rodeado por uma camada espessa de tecido conjuntivo frouxo,
0 epineuro. O epineuro reveste a parte exterior do nervo, e contém vasos, tecido
gorduroso e fibroso e células tipicas do tecido conjuntivo. O perineuro, camadas de
células achatadas justapostas, aparece envolvendo todo o fasciculo nervoso (FAZAN
et al, 1999; FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 1997). Os barorreceptores
cardiovasculares aorticos estdo conectados ao SNC pelos axdnios mielinicos e
amielinicos que compdem o NDA esquerdo.

Diversas descricdes morfoldgicas relataram que 0s nervos depressores
aorticos de ratos sdo constituidos aproximadamente por 80% de fibras amielinicas
(tipo C) e 20% por fibras mielinicas (tipo A), numa relacao de 4:1 (FAZAN; SALGADO;
BARREIRA, 2001). Complementarmente Fazan, Salgado e Barreira (1997)
constataram que 81% e 83% das fibras nervosas sdo compostas de axonios
amielinicos em segmentos proximais e distais de ratos machos Wistar,
respectivamente. Embora os cortes transversais do NDA tenham ilustrado um
prevalente niumero de fibras mielinicas de pequeno, médio e grande calibre (alfa, beta
e gama) em segmentos proximais, a literatura vigente descreve que o NDA apresenta
grandes proporcoes de fibras amielinicas ~80-90% em ambos os segmentos, sendo
os clusters de fibras amielinicas mais visiveis distalmente (ANDRESEN; KRAUHS;
BROWN, 1978; FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 1997). Corroborando com as
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descricdes morfologicas, estudos eletrofisiolégicos descreveram que fibras
amielinicas do NDA mostram uma lenta velocidade de conduc¢&o de 0.6-2 m/s e um
diametro de 0,25-0,9 um, enquanto que as fibras do tipo A-delta mostraram valores
em torno de 3-12 m/s. Ja as fibras mielinicas de grande diametro (1,5-6,5 pum),
consideradas fibras de conducao rapida do barorreflexo, tiveram velocidades de 10,
20 e 25 m/s (BROWN; SAUM; TULEY, 1976). Similarmente, Fan e Andresen (1998)
mostraram que fibras mielinicas conduzem numa faixa de 10m/s e fibras amielinicas
0.5m/s (FAN; ANDRESEN, 1998).

Os parametros da area fascicular do NDA de ratos machos mostraram valores
superiores quando comparados as fémeas. Rodrigues et al. (2011) demonstraram que
as areas fasciculares dos nervos frénicos de ratos machos foram maiores em relacéo
as fémeas de duas distintas linhagens (Wistar-Kyoto e espontanemanente hipertenso)
(RODRIGUES et al., 2011). Comparacdes entre o NDA de camundongos e ratos
mostraram que diferencas morfométricas ocorrem devido ao tamanho do animal,
sugerindo que componentes neuronais acompanham tais adaptacées (DA SILVA
CARVALHO et al., 2014). Em contrapartida, estes valores fasciculares diferem de
estudos morfométricos e morfolégicos descritos na literatura. Oliveira et al. (2013)
mostraram fasciculos do NDA em torno de 1,673 um? para ratos Wistar machos
pesando 180-200g (OLIVEIRA et al., 2013). Da Silva Carvalho et al. (2014) divulgaram
valores de 1,024 um? para ratos Wistar machos, com peso médio de 295g (DA SILVA
CARVALHO et al., 2014). Fazan et al. (1999) encontraram valores de area de 1,92-
1,94 um? em ratos fémeas Wistar-Kyoto com peso variando de 250 a 400g (FAZAN et
al., 1999). Estas variagdes podem ser decorrentes da diferenca do tamanho do animal,
bem como de diferencas metodoldgicas aplicadas. De fato, divergéncias eram
esperadas, pois em analises morfométricas a amostra é submetida a um complexo
processo de desidratacdo, fixacdo, inclusdo em resinas especiais, e polimerizacao
(~72 horas) a fim de garantir um grau de rigidez suficiente para permitir a realizagao
de cortes ultrafinos (DA SILVA; JORDAO; FAZAN, 2007; JORTNER, 2011). Fato este
que pode ter promovido alteragbes dos pardmetros morfométricos previamente
discutidos.

Os achados imunohistoquimicos mostraram que a SP foi identificada em fibras
amielinicas do tipo C e provavéis fibras mielinicas finas de pequeno diametro do tipo

A-delta de forma bastante pontualizada a nivel proximal e de forma intensificada e
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amplamente distribuida distalmente nestas classes de fibras nervosas. Estas
constatacdes sugerem a existéncia de subpopulac¢des de fibras amielinicas do tipo C.
Thorén, Saum e Brown (1977) e Thorén, Andresen e Brown (1983) investigando o
NDA esquerdo de ratos verificaram que existe dois tipos de padrdes de descarga
neuronal em fibras do tipo C, sendo a primeira regular e a segunda irregular
(THOREN; ANDRESEN; BROWN, 1983; THOREN; SAUM; BROWN, 1977). Acredita-
se que estas fibras barorreceptoras do tipo C afetam a atividade simpatica (AKRE;
AARS, 1977), mas a localizacdo de terminais de axdnios simpaticos no arco aortico é
desconhecido. Atualmente ndo h& evidéncias estruturais que confirmem os dois tipos
de fibras amielinicas, no entanto fibras de diferentes tamanhos foram observadas
(KRAUHS, 1979).

Em meados da década de 70, dois distintos autores sugeriram que axénios
amielinicos do NDA com descargas irregulares desempenham um importante papel
no controle da pressdo sanguinea, exercendo um efeito inibitério sobre os centros
vasomotores principalmente em casos de elevacdo da pressao arterial (KARDON;
PETERSON; BISHOP, 1975; THOREN; SAUM; BROWN, 1977). Turner et al. (2014)
através de andlises eletrofisiol6gicas descreveram que as fibras amielinicas do tipo C
em nervos depressores proporcionam reducdes na atividade do sistema nervoso
simpético e na presséao arterial quando comparadas as fibras do tipo A (mielinicas).
Além disso, afirma que a reducao da pressao arterial apds a estimulacéo elétrica em
aferéncias barorreceptoras sdo mediadas através da ativacdo de fibras do tipo C
(TURNER et al., 2014). Segundo Kardon, Peterson e Bishop (1975) pequenas
alteracbes na pressdo sanguinea ativam fibras mielinicas (tipo A) resultando em
variacfes reciprocas na atividade vagal e eferente simpatica. Em contrapartida,
apenas aumentos significativos da PA ativariam as fibras aferentes do tipo C
produzindo efeitos na frequéncia cardiaca via eferéncias vagais do NDA (KARDON;
PETERSON; BISHOP, 1975). Além disso, os barorreceptores adrticos se tornam
relativamente inativos quando a PA esta abaixo de seu limite de normalidade,
sugerindo que este atue como um possivel mecanismo anti-hipertensivo (OBERG,
1981; PELLETIER; SHEPHERD, 1973; TURNER et al., 2014). Turner et al. (2015)
salienta que as fibras amielinicas sdo criticamente importantes na promocao de
inibicdo do SNA e reducéo da pressao arterial em casos de elevagcdo da pressao
sanguinea (TURNER et al., 2015).
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Como esperado, as fibras mielinicas de grande, médio e pequeno didmetro ndo
foram imunomarcadas no NDA, uma vez que a substancia P ndo se encontra nesta
classe de fibras nervosas. Por fim, as andlises quantitativas, ndo apresentaram
variacfes significativas entre os géneros. Fato este, que pode ser justificado pela
utilizacéo de secg¢des de ambos 0s segmentos proximais e distais durante o processo
de quantificacdo do supracitado nervo, o que acarretou em grande variabilidade intra
e inter-grupo. Até o presente momento, ndo ha parametros literarios que se possa
correlacionar com o0s nossos achados, uma vez que, investigacoes
imunohistoquimicas em aferéncias barorreceptoras adrticas sdo inexistentes. A
primeira e provavelmente UGnica descricdo envolvendo a identificacdo
imunohistoquimica de aferéncias quimiorreceptoras foi realizada por Jacobowitz e
Helke (1979), onde foi identificado a SP em nervos do seio carético e nos corpos
cardticos de ratos. Adicionalmente, os autores inferem que a presenca da SP em
corpos caréticos ndo implica que toda a populagcédo de fibras aferentes contenham
exclusivamente o peptideo (JACOBOWITZ; HELKE, 1979).

Espera-se que a identificacdo da SP no nervo depressor aortico sirva de gatilho
para que futuras pesquisas envolvendo a liberacdo de neurotransmissores em
aferéncias barorreceptoras sejam explorados. Fato este, que contribuira para a
agregacdo de informacdes pertinentes a modulacdo ou transmissédo da informacao
neural, propiciando desta forma melhor entendimento da comunicacédo e atividades

barorreflexas associadas a mecanismos cardiovasculares.
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6. CONCLUSAO

A utilizacdo de altas concentracdes de glutaraldeido e da fixacao por imersédo em
nervos congelados, mostrou-se eficaz na preservagdo da imunorreatividade para
neuropeptideos (SP) e marcadores colinérgicos (CAT) em nervos periféricos
garantindo uma boa integridade celular e quimica das fibras motoras e sensoriais para
investigacdo por meio de processos imunohistoquimicos.

Esta é a primeira identificacdo morfolégica da presenca de substancia P em
nervos depressores aorticos, confirmando inUmeras suposi¢cdes de que a SP atue
como um dos neurotransmissores de aferéncias barorreceptoras, participando do
centro de integracao do controle cardiovascular. Diferengas entre géneros n&o foram

observadas nesta primeira analise.
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8. ANEXOS

8.1. Comité de ética em pesquisa

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO SR

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO ECQ%
— Comiss#o de Etica em Experimentagdo Animal —

ANOS

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para Uso de Animais em
Experimentagdo n® 001/2009, sobre o projeto intitulado “Identificagdo dos
neurotransmissores das fibras mielinicas do nervo depressor adrtico de ratos
normotensos: uma abordagem imunohistoquimica”, sob a responsabilidade
da Professora Doutora Valéria Paula Sassoli Fazan esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagio Animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi APROVADQ pela COMISSAO
DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL (CETEA) em reunido de 16
de fevereiro de 2009.

(Wemfythﬂthepm(oooln‘ﬂﬂl/)ﬁ’ about “Identification of myelinic fibers neurotransmitors by

aortic depressor nerve in normotense rats: a immunohystochemical view”, agrees with the ETHICAL
PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH adopted by Brazilian College of Animal Experimentation
(COBEA) and was by the COLLEGE OF MEDICINE OF RIBEIRAO PRETO OF THE
UNIVERSITY OF SAO PAULO - ETHICAL COMMISSION OF ETHICS IN ANIMAL RESEARCH
(CETEA) in 02/16/2009 meeting).

Ribeirdo Preto, 16 de fevereiro de 2009

Cluato

Prof. Dr. Edu Melani Rocha
Presidente da Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal
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8.2. Artigo e trabalhos publicados em anais de congresso
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Ultrastructural Morphometry of the Aortic Depressor Nerves and Extrinsic Renal
Nerves: Similarities and Differences between Mice and Rats
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Copyright: @ 2014 da Silva Carvalho, et al. This is an open-access arficle distributed under the terms of the Creafive Commons Aftribution License, which permits
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Abstract

Anatomical and physiological aspects involving rats and mice have shown similarities and differences between
these experimental animal models. In cardiovascular physiology research, rats are being substituted by mice since
mice are more susceptible to genetic manipulation. Nevertheless, little is known about mice normal anatomy and/or
physiology to allow the correct interpretation of altered responses on genetically manipulated animals. We compared
morphometric ultrastructural parameters of the aortic depressor nerve (ADN) and extrinsic renal nerve (SRN)
between Wistar rats and C57BL/6J mice. After spontaneous activity recordings together with the arterial pressure
pulse, ADN and SRN were dissected and prepared for light and transmission electron microscopy. Morphometry
was performed with an image analysis software and took into consideration the fascicle area and diameter,
myelinated and unmyelinated fiber number, density, area and diameter, myelin sheath area and the g-ratio.
Comparisons were made for the same nerve between mice and rats and differences were considered significant
when p<0.05. Both nerves were large in rats compared to mice, as were the myelinated fibers. On the other hand,
unmyelinated fibers density, size and distributions were not different between species. These results suggest
physiological differences on the fast conduction fibers between species, with possible different functional role.
Morphelogical comparisons of the quantitative composition of peripheral nerves in different species and strains are
very rare. Our study contributes to a morphological understanding of important nerves related to cardiovascular
reflexes in two animal models. It also presents, for the first time, ultrastructural morphometric characteristics of the
ADN in mice. This data provide a morphological basis for further studies involving functional investigations for reflex
regulation of circulation in experimental model of hypertension and to improved cardiovascular system knowledge.
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Identification of Substance P
Immunoreactive Axons in the Aortic
Depressor Nerve (ADN) of Normotensive
Wistar Rats

Carolina Carvalho1, Jaci CastaniaZ?, Helio Salgadoz, Ida Llewellyn-Smith3 and

Valéria Paula Fazan

Author Affiliations

Abstract

The ADN conveys baroreceptor afferent input to the nucleus tractus solitarius
(NTS) and contains unmyelinated and small myelinated fibers at a ratio of 4:1,
respectively [1]. The consensus is that myelinated fibers provide rapid baroreflex
control while unmyelinated fibers mainly inhibit vasomotor centers. Substance P
(SP) is a primary neurotransmitter of the baroreflex. Nerve terminals with 5P
immunoreactivity occur in the aortic arch, nodose ganglia and NTS [2] but SP has
not been demonstrated in the ADN. Twenty 20-week old Wistar rats (10 male, 10
female) were anesthetized and had their left ADN isolated for recording
spontaneous activity. ADN and phrenic nerves (positive controls) were removed,
fixed in 2.5% glutaraldehyde to optimize preservation of axonal morphology and
cryosectionad transversely (18 pm) or longitudinally (16 pm). Slide-mounted
sections were incubated in rabbit anti-substance P (1:10.000), biotinylated donkey
anti-rabbit IgG (1:500) and finally Extravidin-HRP (1:1.500), all for 24hr. A nickel-
intensified diaminobenzidine reaction [3] revealed immunoreactivity. Small SP-
positive axons, mainly unmyelinated, were present in all sections. These results
show that 5P can be detected in nerves that have been immersion-fixed in a high
concentration of glutaraldehyde. This method will allow quantification of ADN
axons with a specific physiological role in the baroreflex. [1]Fazan et al, 1997,
Hypertension, 30:693 [2]Cillis et al, 1980, Brain Res 181, 476 [3]Llewellyn-Smith
et al, 2005, ] Comp Neurol 488:278 Support: FAPESP, CNPg, CAPES
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An Immunohistochemistry Protocol to
Identify Substance P Neurons

Ana Leda Simdes1, Carolina Carvalho1, Luciana Sanadal,
Nathalia Leilane Machado1, Elisabete Carmo1, Ida Llewellyn-SmithZ and

Valeria Paula Fazan1

Author Affiliations

Abstract

Substance P (5P), calcitonin gene-related peptide (CGRP) and isolectin B4 (IB4) are
markers for peripheral sensory neurons with unmyelinated axons. It is important
to understand plasticity in peripheral pain pathways, particularly in neonates when
noxious stimuli are processed by pathways that are still maturing. Our laboratory
[1] has shown that, in rats experiencing painful stimuli as neonates changes in
nociception-related cortical motor, sensory and limbic areas persist for up to 180
day. This study aimed to validate an immunohistochemistry (IHC) method for
dorsal root ganglion (DRG) neurens to further investigate the effects of neonatal
pain on these cells. Six male Wistar rats aged 15 and 180 days were anesthetized
and perfused with 4% buffered paraformaldehyde. L6 DRG were removed and
frozen. Cryosections (16 pm) were incubated in rabbit anti-substance P (1:1.000;
24hs), biotinylated anti-rabbit IgG (1:500; 24hs) and finally Extravidin-HRP
(1:1.500; 24hs). A nickel-intensified diaminobenzidine reaction revealed
immunoreactivity [2]. Small SP-containing neurons were stained in all of the 15-
and 180-day DRG. This method is reliable, reproducible and effective in
identifying substance P in small DRG neurons. Future studies will use the
technique to localize CGRP immunoreactivity and |B4 binding in DRG neurons from
the same animals. [1] Sanada et al, 2014, Int ] Dev Neurosci, 35:55. [2] Llewellyn-
Smith 1 et al, 2005, ] Comp Meurol 488:278.

« Previous | Next Article »
Table of Contents

| This Article

April 2015

The FASER fournal

vol. 29 no. 1 Supplement
7044

» Abstract
B Article Usage Stats

Article Usage Statistics

Classifications

[=] Services

Email this article to a
colleague

Alert me when this article is
cited

Alert me if a correction is
posted

Similar articles in this journal
Download to citation
manager

(©) Gel Parmis

Citing Articles

Google Scholar

PubMed

Sharing

Current Issue
February 2016, 30 (2)

FASEB

Alert me to new issues of The
FASEE |ournal

Submit Manuscripts to
The FASEB Journal

Press Room

Information for Authors

Information for Reviewers

Editorial Board

Editorial Policies

Subscriptions

Librarian's Resource

Activate Online

Carolina da Silva Carvalho

Tese de Doutorado



Anexos

116

FASEB o,

on Jociesies tor Lxperimental Bologry

HOME | CURRENT ISSUE | NEW ARTICLES | ARCHIVE | ALERTS | RssED | suBMIT | HELP

User Name
User Name
Password

Immunohistochemical staining for
neurotransmitter-related antigens in
nerves fixed with high concentrations of
glutaraldehyde (726.7)

Carolina Carvalho1, Jaci Castania?, Helio Salgado?, Valéria Paula Fazan1 and
Ida Llewellyn-Smithz

Author Affiliations

Abstract

Immunchistochemistry (IHC) demonstrates specific antigens within tissues or cells
and is usually done on formaldehyde-fixed tissues. However, for a detailed
quantification of axons within nerve bundles, glutaraldehyde fixation is
mandatory. We aimed to develop an IHC technigue for nerves fixed with high
concentrations of glutaraldehyde. Phrenic nerves from 8 male Wistar rats were
removed, fixed in phosphate-buffered 2.5% glutaraldehyde and cryoprotected in
30% sucrose. Slide-mounted cryostat sections (16 pm thick) were incubated for 24
hr in geat polyclonal anti-choline acetyltransferase (ChAT; 1:1,000) or rabbit
polyclonal anti-substance P (SP; 1:10,000) then transferred to bictinylated donkey
anti-goat or donkey anti-rabbit immunoglobulin (1:500; 24 hr) before immersion
in Extravidin-HRP (1:1.500; 24 hr). Immunoreactivity in axons was revealed with a
nickel-intensified diaminobenzidine reaction. This method reproducibly revealed
individual axons that contained immunoreactivity for ChAT or SP within the
phrenic nerve. These results show that peptides and large proteins can be detected
by IHC in nerves that have been immersion-fixed in a high concentration of
glutaraldehyde. This method is reliable for identifying neurotransmitter-related
antigens and will allow quantification of axons with specific physiological roles,
which can be inferred from their neurochemical phenotypes.

Grant Funding Source: FAPESF, CAPES, CNPg and FAEPA
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Sympathetic renal nerve ultrastructure:
Comparative analysis between adult mice and rats.

Carolina Silva Canralhcl', Karina Laurenti Sato'-a. Jacy Airton Castaniaz. Randy
Alan Nessler?, Helio Cesar Salgado? and Valéria Paula Sassoli Fazan:3

! Neurosciences and Behavioral Meurosciences, School of Medicine of Ribeirao Preto, Ribeirac Preto,
Brazil

2 Physiology, School of Medicine of Ribeirac Preto, Ribeirao Preto, Brazil

¥ Central Microscopy Research Facility, The University of lowa, lowa City, 1A

The renal nerves exhibit efferent and afferent sympathetic fibers, crucial for
regulation of renal function and input of sensory information from the kidneys to
the central nervous system. The intrinsic renal innervation was widely described in
rats. However, few reports deal with renal extrinsic innervation in rats and mice,
and comparative studies between species have not been reported. We aimed to
compare the ultrastructural and morphometric characteristics of the extrinsic renal
nerves of adult rats and mice. A total of 15 left renal nerves, 5 from adult male
C57¥BL/6& mice and 10 from adult male Wistar rats were used. The renal nerves
were dissected and prepared for light and electron microscopy morphometry, As
expected, the difference of the fascicular area and diameter was significant, being
the nerves of mice smaller than rats. The myelinated fibers of rats were larger
(diameter and area) compared to mice, but the number and density of these fibers
were not different between species. No morphological differences were observed
(number, area, diameter, and size distribution) on the unmyelinated fibers between
species. Our results indicate that fascicle and myelinated fibers sizes accompany
the animal size. The unmyelinated fibers, mainly responsible for the sympathetic
functions of the renal nerve, do not differ between species in size and number,
suggesting the absence of functional differences.
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