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RESUMO 
 

CARVALHO, C. S. Identificação dos neurotransmissores das fibras 

mielínicas e amielínicas do nervo depressor aórtico de ratos: uma 

abordagem imunohistoquímica. 2016. 117 f. Tese (Doutorado) - 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2016.  

 

O nervo depressor aórtico (NDA) é, primariamente, um conjunto de fibras aferentes 

que transmitem informações oriundas de alterações da pressão arterial (PA) a partir 

dos barorreceptores arteriais (mecanorreceptores localizados no arco da aorta ou seio 

carótico) aos centros de controle cardiovascular localizados no sistema nervoso 

central (SNC). Este mecanismo é responsável pela regulação reflexa da função 

cardíaca e vascular, promovendo ajustes nos centros vasoconstritor e vasodilatador, 

atuando simultaneamente sobre os sistemas simpático e parassimpático. Fato este 

que, contribui para o aumento da atividade vagal cardíaca e inibição de descargas 

simpáticas para vasos e coração, garantindo a manutenção dos níveis pressóricos 

dentro de uma faixa de normalidade. Diversos neurotransmissores foram descritos 

atuando nos centros de controle cardiocirculatório localizados no tronco encefálico, 

mais especificamente no bulbo, participando da regulação da PA. Nestas regiões 

centrais, os neurotransmissores glutamato, GABA (Àcido Gama Aminobutírico) e 

substância P (SP) foram amplamente investigados. Entretanto, em nenhum destes 

trabalhos foi realizado um estudo detalhado, investigando a presença da SP em 

nervos depressores aórticos de forma direta, sendo esta informação ainda 

desconhecida. Acredita-se que a SP seja um transmissor do reflexo barorreceptor, 

atuando na modulação deste circuito, na tentativa de atenuar elevações da pressão 

sanguínea. Existe portanto a necessidade de uma investigação morfológica e 

imunohistoquímica com o intuito de promover o esclarecimento sobre os 

neurotransmissores presentes no NDA. Os nervos frênicos foram utilizados como 

controle positivo, já que neste território a SP já se encontra caracterizada. Inúmeros 

são os estudos que descrevem a existência da SP em nervos frênicos, fato este que 

justifica a aplicação do referido nervo como controle do NDA, foco de estudo deste 

projeto. Baseados nestas necessidades, o objetivo do presente estudo foi 

primeiramente o de promover a padronização da técnica imunohistoquímica (IHQ), 



 

bem como a verificação da viabilidade de utilização do glutaraldeído à 2,5% como um 

fixativo primário, auxiliando na identificação de neurotransmissores dentro do sistema 

nervoso periférico. Em seguida, a identificação e quantificação da SP em NDA de 

ratos normotensos através do método imunohistoquímico indireto (3,3’-

Diaminobenzidina “DAB”) foram realizados. O referido estudo foi desenvolvido em 

duas etapas. A primeira parte corresponde a padronização e otimização da técnica de 

imunohistoquímica em nervos frênicos de ratos Wistar através da localização e 

caracterização da SP e da enzima colina acetiltransferase (CAT). A segunda fase, 

trata-se da identificação e quantificação da SP no NDA, sendo este, um possível 

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 fêmeas. Deste total, 16 animais 

machos foram destinados à padronização da técnica de IHQ em nervos frênicos. E 

para a caracterização e quantificação da SP no NDA foram utilizados 22 ratos Wistar, 

sendo 12 machos e 10 fêmeas. Nossos resultados demonstram de forma inédita a 

presença da SP em fibras amielínicas (tipo C) e fibras de pequeno diâmetro (A-delta) 

no NDA de forma bastante pontualizada em segmentos proximais e difusa 

distalmente, sugerindo a existência de subpopulações de fibras amielínicas do tipo C. 

Estes achados confirmam inúmeras suposições de que a SP atue como um dos 

neurotransmissores de aferências barorreceptoras, podendo participar na modulação 

do Sistema Nervoso Autônomo (SNA), uma vez que encontra-se localizada em 

centros responsáveis pela regulação reflexa da PA. Adicionalmente, a análise do 

percentual de marcação positiva à SP entre os gêneros apresentou um aparente 

predomínio da SP em machos mas sem diferença significativa entre os grupos. De 

forma semelhante, a padronização imunohistoquímica em cortes transversais e 

longitudinais de nervos frênicos apresentaram uma imunomarcação positiva e 

aleatória da SP em conjuntos de fibras amielínicas (tipo C) e em fibras de pequeno 

diâmetro localizadas próximo a periferia do espaço endoneural, corroborando com a 

localização relatada em estudos morfológicos e ultraestruturais, assegurando a 

especificidade e a reprodutibilidade do método. Distintamente, as fibras de grande e 

médio diâmetro (A-alfa, beta e gama), consideradas fibras mielinizadas de condução 

rápida, foram imunorreativas à CAT em nervos frênicos. Por fim, espera-se que a 

identificação deste neuropeptídeo sirva de gatilho para que futuras pesquisas 

envolvendo a liberação de neurotransmissores em aferências barorreceptoras sejam 



 

explorados. Fato este, que contribuirá para a agregação de informações pertinentes à 

modulação ou transmissão da informação neural, propiciando desta forma melhor 

entendimento da comunicação e atividades barorreflexas associadas a mecanismos 

cardiovasculares.  

 

 

Palavras-chave: Nervo Depressor Aórtico. Nervo frênico. Substância P. Colina 

Acetiltransferase. Ratos Wistar. Normotensos. Imunohistoquímica. Glutaraldeído. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

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 São Paulo, Ribeirão 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 

quantification 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 

Acetyltransferase. Wistar Rats. Normotensive. Immunohistochemistry. 

Glutaraldehyde. 
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 INTRODUÇÃO 

 

 

Este trabalho baseia-se principalmente na identificação e quantificação da 

substância P (SP) em aferências barorreceptoras, mais especificamente no nervo 

depressor aórtico (NDA) através da técnica de imunohistoquímica. Este nervo 

participa ativamente na transmissão de informações periféricas oriundas de alterações 

da pressão arterial (PA) aos centros de controle cardiovascular localizados no tronco 

encefálico (bulbo). Este mecanismo conhecido como regulação neural da circulação 

é importante para promover o controle do centro vasoconstritor e vasodilatador, 

garantindo a manutenção dos níveis pressóricos dentro de uma faixa de normalidade. 

Embora aspectos patológicos não tenham sido investigados, iniciaremos esta breve 

revisão abordando inicialmente uma das principais doenças ocasionadas pela 

elevação da pressão arterial, bem como o impacto social e econômico advindo desta 

condição. Tal descrição se faz necessária a fim de tentar evidenciar a importância de 

se entender os mecanismos intrínsicos de aferências barorreceptoras que conectam 

e regulam diretamente o sistema nervoso central (SNC). Em seguida, mecanismos de 

ajuste da pressão arterial e aspectos morfológicos e anatômicos relacionados ao 

referido nervo serão apresentados. Uma sucinta atualização envolvendo os 

procedimentos imunohistoquímicos e fixativos mais utilizados em rotinas e práticas 

laboratoriais também serão expostos. As características morfológicas do nervo 

frênico, utilizado como controle positivo e como ferramenta de padronização da 

técnica de imunohistoquímica (IHQ), através de altas concentrações de glutaraldeído 

à 2,5% serão seguidamente apresentados. Por fim, dois neurotransmissores a SP e a 

enzima colina acetiltransferase (CAT) serão sucintamente discutidos. Vale salientar 

que este trabalho é pioneiro em descrever a presença da SP em nervos depressores 

aórticos, sendo um dos neurotransmissores primários de aferências barorreceptoras.  

 

 

 Hipertensão arterial 

 

As doenças crônicas são consideradas um grave problema de saúde pública, 

tanto no Brasil como no mundo, gerando gastos imensuráveis aos cofres públicos. 

Dentre estas doenças destaca-se a hipertensão arterial sistêmica (HAS) que afeta 
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aproximadamente 1 bilhão de pessoas no mundo. Estima-se que este quadro sofra 

um aumento até o ano de 2025, atingindo 1,5 bilhões de adultos (CHOCKALINGAM, 

2007; JARARI et al., 2016; WEYER, 2016). A HAS apresenta maior incidência com o 

avançar da idade, sendo mais evidente em mulheres do que em homens com idade 

igual ou superior a 65 anos, atingindo cerca de 66% da população 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 bilhões de dólares nos Estados Unidos da América (EUA) 

apenas com despesas médicas e custos relacionados à perda da produtividade 

(HEIDENREICH et al., 2011). Adicionalmente, elevações da pressão sanguínea 

associada a doenças cardiovasculares acarretaram em 850.000 mortes nos EUA no 

ano de 2011, de acordo com levantamentos estatísticos obtidos em parceria com o 

Centros de Controle e Prevenção de Doenças (do inglês, Centers for Disease Control 

and Prevention National, CDC) e Associação Americana do Coração (do inglês, 

American Heart Association, AHA) (MOZAFFARIAN et al., 2015; ROGER et al., 2012). 

Além disso, o tratamento medicamentoso visando o controle da hipertensão, permeia 

valores em torno de U$ 15 bilhões de dólares, totalizando 10% dos gastos com 

medicações do país (SPURGEON, 2004). A Organização Mundial da Saúde (OMS) 

estima que anualmente 17 milhões de mortes são atribuídas as doenças 

cardiovasculares e que 9,4 milhões são geradas devido à hipertensão (WHO, 2013). 

No Brasil os gastos públicos diretos advindos da população com HAS são 

estimados em cerca de U$ 671,6 milhões de dólares anuais, dados estes, obtidos no 

ano de 2005 (DIB; RIERA; FERRAZ, 2010). No ano de 2013, R$ 31,3 milhões (21,4%) 

de pessoas com 18 anos ou mais de idade informaram que foram diagnosticadas com 

hipertensão arterial, sendo maior a proporção entre mulheres (24,2%) do que entre 

homens (18,3%) segundo estudos realizados pela Pesquisa Nacional de Saúde (PNS) 

(PNS, 2013). As doenças crônicas, são no seu conjunto, as principais responsáveis 

pelos custos com a saúde, quer sejam eles diretos ou indiretos, como consultas, 

medicamentos, cuidados de reabilitação, perda da produtividade, qualidade de vida 

etc. Atualmente o Brasil apesar de apresentar estudos predominantemente regionais 

e com baixa representatividade do cenário nacional ilustra elevadas despesas 

públicas oriundas da tentativa de controle da HAS. A grande maioria da população 
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brasileira (70%) é dependente do Sistema Público de Saúde (SUS), ou seja, não 

dispõe de recursos financeiros para os gastos médicos (PEREIRA, 2010).  

A HAS é definida como uma elevação constante e persistente da pressão 

arterial, apresentando valores ≥140/90 mmHg (GOIT; ANSARI, 2016; WHO, 2013). A 

hipertensão é o maior fator de risco para doenças cardiovasculares, falência cardíaca 

e renal, ocasionando milhares de mortes prematuras (SMITH et al., 2016; WIDIMSKÝ, 

2015). A pressão sanguínea elevada contribui para 62% de todos os acidentes 

vasculares encefálicos e 49% de todas as doenças cardíacas, afetando 20-50% da 

população adulta. Apesar dos grandes avanços no tratamento da hipertensão, os 

riscos cardiovasculares em indivíduos nessa condição aumentam progressivamente. 

Estudos indicam que a redução ou manutenção da pressão arterial abaixo dos valores 

recomendados (≤140/90 mmHg ou *130/80 mmHg para indíviduos diabéticos) 

influenciam negativamente sobre a mortalidade. Além disso, estes valores alvos são 

muito difíceis de alcançar devido a inúmeros fatores, tais como, tratamento ou 

diagnóstico ineficaz, baixa adesão do paciente ao tratamento clínico ou hipertensão 

resistente (ausência de resposta ao tratamento convencional) etc (PAULIS; UNGER, 

2010; THE ACCORD, 2010). Baseados nessas dificuldades, se faz necessário a 

investigação dos mecanismos intrínsecos do controle cardiovascular e de 

neurotransmissores que atuem nestes centros reguladores, auxiliando com isso, o 

desenvolvimento de novas tecnologias que possam contribuir para minimizar ou 

retardar sobrecargas de origem cardíaca e vascular. 

 

 

 Mecanismos de ajuste da pressão arterial 

 

A pressão arterial (PA) é mantida estável ou dentro de uma faixa estreita de 

variação por meio de dois mecanismos: 1) curto prazo (controle neural), responsável 

pela regulação reflexa da função cardíaca e vascular (ACCORSI-MENDONÇA; 

MACHADO, 2013; HALL, 1989; THOMAS, 2011); 2) longo prazo (controle neuro-

humoral) são mecanismos hormonais (sistema renina-angiotensina-aldosterona e 

simpático-adrenal) e estão intimamente ligados a volemia. Este sistema exerce ação 

direta sobre os rins, alterando a excreção de água e sal e consequentemente 
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regulando a perda hídrica (LOHMEIER, 2001; THOMAS, 2011). No entanto, apenas o 

controle neural será discutido e apresentado a seguir.  

 

 

 Reflexos cardiovasculares e aferências nervosas 

 

A regulação neural da PA consiste de um mecanismo de retroalimentação, 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 é composto por aferências, eferências, receptores, 

centros de integração cardiovascular e orgãos efetores. As principais aferências 

envolvidas na regulação autônomica da pressão arterial são: 1) os barorreceptores; 

2) quimiorreceptores e 3) receptores cardiopulmonares. No entanto, apenas os 

barorreceptores (reflexo barorreceptor) será amplamente discutido (ver seção 1.2.2). 

Uma das principais aferências corresponde aos barorreceptores, que transmitirá 

informações de variações periféricas da PA ao SNC, promovendo o 

desencadeamento do reflexo barorreceptor e modulando o funcionamento 

cardiocirculatório. Este reflexo é o principal responsável pela regulação momento a 

momento da pressão arterial, exercendo importante papel na regulação da freqüência 

cardíaca, do débito cardíaco, da contratilidade miocárdica, da vasomotricidade e da 

distribuição regional do fluxo sanguíneo (DURAND; FAZAN JR; SALGADO, 2012; 

REYES DEL PASO et al., 2014; THOMAS, 2011). A função primordial do barorreflexo 

(reflexo barorreceptor) é a de tamponar variações bruscas da PA, em diferentes 

situações comportamentais como, por exemplo, durante o exercício físico, mudança 

de postura e sono (GUYENET, 2006).  

Os barorreceptores arteriais são terminações nervosas livres, densamente 

ramificadas e que encontra-se primordialmente agrupadas na porção ascendente do 

arco aórtico (barorreceptores aórticos), e na parede do seio carótico (barorreceptores 

caróticos). Todavia, pode também ser localizado na artéria subclávia direita, nas 

grandes artérias sistêmicas e nas paredes do coração (CHAPLEAU; SABHARWAL, 

2011; FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 1997; THOMAS, 2011). Tais aferências 

apresentam sensores ou terminações que podem ser divididos em duas distintas 

categorias baseadas em sua composição nervosa, sendo elas: 1) fibras nervosas 
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aferentes mielínicas, de condução rápida (fibras do tipo A), ou 2) fibras nervosas 

amielínicas, de condução lenta (fibras do tipo C) (TURNER, 2015). De forma geral, o 

barorreflexo se inicia a partir da ativação dos barorreceptores arteriais decorrente de 

elevações da PA. Estes barorreceptores são mecanorreceptores sensíveis ao 

estiramento e/ou deformação mecânica das paredes vasculares produzido pela 

elevação da pressão interna (CHAPLEAU et al., 2001). Os mecanorreceptores tem 

como função conduzir um processo denominado de transdução. A transdução é a 

transformação de estímulos físicos em potenciais de ação. Este procedimento 

depende de alguns fatores: 1) alteração ou deformação da complacência vascular; 2) 

propriedades viscoelásticas das paredes dos vasos e 3) transformação elétrica de 

estímulos mecânicos, com consequente despolarização das terminações nervosas e 

conversão em potenciais de ação (CHAPLEAU, 2001).  

Na maioria dos animais, as aferências barorreceptoras do arco aórtico carregam 

informações decorrentes do estiramento dos mecanorreceptores através do nervo 

depressor aórtico ou nervo de Cyon (ver seção 1.3 para maiores detalhes). Em 

seguida, esta informação seguirá pelo nervo vago (X par craniano) até alcançar o 

núcleo do trato solitário (NTS). Em humanos, estas aferências ascendem aos centros 

de controle cardiocirculatório junto ao nervo vago. Contudo, as aferências 

barorreceptoras originadas no seio carótico seguem por uma via distinta, ou seja, 

trafegam pelo nervo do seio carótico (NSC) ou nervo de Hering até se unir ao nervo 

glossofaríngeo (IX para craniano) para depois adentrar o SNC, atingindo os núcleos 

bulbares (DURAND; FAZAN JR; SALGADO, 2012; PANNETON; LOEWY, 1980; 

THOMAS, 2011). 

A segunda aferência refere-se aos quimiorreceptores arteriais localizados nos 

corpos caróticos presentes nas dilatações próximo à bifurcação da artéria carótida 

comum (quimiorreceptores caróticos) e no arco da aorta e artéria subclávia 

(quimiorreceptores aórticos). Os impulsos provenientes dos quimiorreceptores 

caróticos cursam pelo nervo do seio carótico e depois segue através do nervo 

glossofaríngeo, e por este, ascende até alcançar o NTS no tronco encefálico (bulbo). 

Vale lembrar que estes nervos apresentam tanto características quimiorreceptoras 

quanto barorreceptoras (CHAPLEAU; SABHARWAL, 2011; HOUSLEY et al., 1987; 

MIURA; REIS, 1972; PANNETON; LOEWY, 1980). Os quimiorreceptores aórticos, 

ascendem ao SNC também pelo nervo vago. Sapru e Krieger (1977) relataram que os 
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NDA de ratos não possuem quimiorreceptores aórticos funcionais, contendo 

exclusivamente fibras aferentes barorreceptoras (SAPRU; KRIEGER, 1977). 

Similarmente, Kobayashi et al. (1999) afirmaram que o NDA de ratos não contém um 

número significante de quimiorreceptores capazes de contribuir para a formação de 

quimiorreflexos, por conseguinte não afetam a função pulmonar e cardiovascular 

(KOBAYASHI et al., 1999). Estudos anatômicos feitos por Barker, Easton e Howe 

(1980) e Easton e Howe (1983) sugerem a ausência desta categoria de 

quimiorreceptores em ratos (BARKER; EASTON; HOWE, 1980; EASTON; HOWE, 

1983). Além disto, análises voltadas a eletroestimulação vêm demonstrando a 

existência de diferenças funcionais entre os quimiorreceptores aórticos e caróticos em 

cachorros (BURGH DALY; UNGAR; 1966; KARIM et al., 1980). Contudo, descrições 

contrárias ao consenso geral foram relatadas na literatura (CHENG, et al., 1997; 

HANSEN, 1981).  

Do ponto de vista funcional, a ativação dos quimiorreceptores ocorre em 

decorrência de alterações químicas do sangue arterial, como redução dos níveis de 

oxigênio (hipóxia) e íons de hidrogênio (pH) ou elevação das taxas de gás carbônico 

(hipercapnia). Tais variações acarretam em um aumento das descargas 

quimiorreceptoras, que por sua vez excitará os centros respiratórios para reflexamente 

aumentar a taxa respiratória e de volume. De modo simultâneo, atuará sobre os 

centros vasomotores, influenciando a resistência vascular sistêmica, e aumentando o 

fluxo simpático, trazendo a homeostasia corporal (CHAPLEAU; SABHARWAL, 2011; 

KUMAR; PRABHAKAR, 2012; THOMAS, 2011). 

A terceira aferência corresponde aos receptores cardiopulmonares. Estes 

receptores de baixa pressão são distribuídos pelas câmaras cardíacas e vasos 

pulmonares que respondem às alterações de volume intratorácico, modulando a 

atividade simpática eferente e desempenhando um importante papel na regulação da 

PA e volume. Os receptores cardiopulmonares servem para minimizar alterações da 

PA em resposta as mudanças do volume sanguíneo. O aumento da descarga destes 

receptores reduzem o fluxo simpático renal e a liberação pituitária do hormônio 

vasopressina, através da diminuição da reabsorção de sódio e de água pelos rins, 

aumentando o volume de urina e consequentemente reduzindo o volume sanguíneo. 

Como o volume sanguíneo afeta o débito cardíaco e a PA, este mecanismo contribue 
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para a regulação da pressão sanguínea (DURAND; FAZAN JR; SALGADO, 2012; 

THOMAS, 2011). 

Após apresentarmos sucintamente as principais aferências, enfocaremos a 

seguir na busca pelo entendimento da regulação barorreflexa do sistema 

cardiovascular, foco de estudo deste projeto. 

 

 

 Barorreceptores arteriais e manutenção da pressão arterial 

 

Conforme mencionado anteriormente, a ativação dos barorreceptores arteriais 

se dará devido a elevação da PA, que promoverá um aumento das descargas elétricas 

ou potencial de ação. A informação decorrente de variações da PA, via nervo 

depressor aórtico ou nervo do seio carótico irá trafegar pelos nervos vago e 

glossofaríngeo, realizando sinapse com neurônios de segunda ordem no NTS. O 

núcleo do trato solitário é um importante centro de integração do controle 

cardiovascular e divide-se em 3 porções distintas, considerando a proximidade com a 

área postrema, o NTS rostral, NTS intermediário (medial e lateral) e NTS caudal, 

Figura 1.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1. Visão dorsal do núcleo do trato solitário (NTS) mostrando a porção 
rostrocaudal em três distintos níveis. AP indica área postrema. Adaptado de 
STREFLAND; JANSEN, 1999.   
 

NTS rostral 

Trato solitário 

NTS intermediária 

NTS caudal 
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Entretanto, cada uma destas divisões apresenta inúmeros subnúcleos, com 

quantidades e características 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 

neuroquímicos podem ser mantidos (HYDE; MISELIS, 1992). 

As porções intermediária e comissural (subnúcleo da porção caudal) do NTS 

estão diretamente envolvidas no controle cardiovascular e respiratório, pois recebem 

as aferências 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 neurônios aferentes primários estão localizados no gânglio 

nodoso e petroso (ACCORSI-MENDONÇA; 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 promoverá a inibição da atividade 

simpática e a ativação parassimpática (vagal). Estes dois mecanismos demonstram 

ser independentemente regulados e ocorrem após a primeira sinapse entre as 

aferências sensoriais e neurônios de segunda ordem no NTS, através da presença do 

neurotransmissor glutamato (BENTZEN; GRUNNET, 2011; BROGNARA, 2016; LA 

ROVERE; CHRISTENSEN, 2015; VALENTINUZZI; SEGURA, 2010; ZANUTTO; 

WANG et al., 2001). Para que se estabeleça a inibição do fluxo simpático, os 

neurônios de segunda ordem realizam sinapse com o bulbo ventrolateral caudal 

(CVLM), onde estímulos excitatórios irão promover a ativação de neurônios simpato-

inibitórios (gabaérgicos) localizados nesta região, novamente utilizando o glutamato 

(DAMPNEY, 2002; MADDEN; SVED, 2003; SCHREIHOFER; GUYENET, 2002; 

SVED; ITO; MADDEN, 2000).  

A região CVLM é rica em neurônios gabaérgicos, alguns dos quais se projetam 

diretamente ao bulbo ventrolateral rostral (RVLM) e também em neurônios 

noradrenérgicos (GRANATA; KUMADA; REIS, 1985; GUYENET et al., 2013; 

SCHREIHOFER; GUYENET, 2002; SILVANI et al., 2015). De forma complementar, 

alguns autores relataram que a inibição de neurônios localizados na área 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 neurônios simpato-

inibitórios são componentes do reflexo barorreceptor e mostraram que lesões na área 

CVLM ou no NTS produzem hipertensão (CRAVO; MORRISON; REIS, 1991; DOBA; 

REIS, 1973; GRANATA et al., 1986).  

Os neurônios advindos da porção CVLM por sua vez, enviará estímulos 

inibitórios através de neurônios gabaérgicos (GABA, Ácido Gama-Aminobutírico) para 

neurônios simpatoexcitatórios localizados na área RVLM (AGARWAL; CALARESU, 

1991; GORDON; SVED, 2002; YU; GORDON,  1996). A inibição dos neurônios da 

porção RVLM resultará na diminuição de entradas excitatórias para as eferências 

simpáticas pré-ganglionares da coluna intermédio-lateral (IML), localizado na medula 

torácica, afetando o controle do reflexo do fluxo simpático (ROSS; RUGGIERO; REIS, 

1985). E quando isto ocorre, a atividade da inervação simpática pós-ganglionar para 

as arteríolas, e coração é reduzida, o que consequentemente, reduz a pressão 

sanguínea e a frequência cardíaca (AICHER et al., 1995; BADOER et al., 1994; 

GORDON; SVED, 2002). Dampney et al. (2002) demonstraram que o bloqueio desta 

sinapse inibitória na região RVLM aboliu completamente o barorreflexo, demonstrando 

o papel crucial deste grupo de neurônios no controle do arco reflexo (DAMPNEY et 

al., 2002). Além disso, a excitação desta região RVLM produziu um aumento do fluxo 

simpático e da pressão sanguínea arterial, demonstrando que esta região é 

tonicamente ativa (DAMPNEY et al., 2003; GUYENET, 1990). 

De maneira simultânea, os neurônios de segunda ordem também promoverá a 

excitação direta ou monosináptica dos neurônios pré-ganglionares parassimpáticos 

localizados principalmente no núcleo ambíguo e núcleo dorsal vagal e que projetará 

suas fibras diretamente ao coração através de fibras eferentes, via nervo vago, que 

realizará sinapse com os neurônios pós ganglionares que inervam os átrios (nó 

sinoatrial), sendo estes localizados no gânglio cardíaco. Estas regiões contém os 

corpos celulares dos neurônios pré-ganglionares do sistema nervoso parassimpático, 

que desencadeia o aumento do tônus vagal sobre o coração (AGARWAL; 

CALARESU, 1992; ANDRESEN, 2001; OLSHANSKY et al., 2008; ZANUTTO; 

VALENTINUZZI; SEGURA, 2010). A informação oriunda dos barorreceptores arteriais 

será transmitida aos orgãos efetores (musculatura lisa, músculo cardíaco e glândulas) 

por meio das eferências simpática e parassimpática. As fibras parassimpática que 
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trafegam pelo nervo vago, liberam a acetilcolina que por sua vez, irá ativar receptores 

muscarínicos (acoplados a proteínas G), resultando numa diminuição da taxa de 

disparos do nó sinoatrial e da frequência cardíaca (THOMAS, 2011), ver 

esquematização do mecanismo na Figura 2. 

 

 

 

Figura 2. Regulação neural reflexa da pressão arterial. Os mecanorreceptores situados no 
arco da aorta, artéria subclávia direita e seio carótico irão transmitir as informações 
decorrentes de alterações da pressão arterial (deformação mecânica das paredes vasculares) 
via nervo depressor aórtico (direito ou esquerdo) e nervo do seio carótico (NSC). Essas 
aferências barorreceptoras irão se incorporar ao nervo vago (X par craniano) e nervo 
glossofaríngeo (IX par craniano) projetando suas aferências para o núcleo do trato solitário 
(NTS) onde excitará neurônios de segunda ordem. No nervo vago é possível visualizar uma 
dilatação mais acentuada conhecida como gânglio nodoso (GN) e no nervo glossofaríngeo o 
gânglio petroso (GP) onde estão localizados os corpos celulares periféricos destas aferências 
barorreceptoras. A sinapse destas aferências com os neurônios de segunda ordem promoverá 
a ativação da atividade parassimpática e inibição da atividade simpática de forma 
independente. A excitação direta dos neurônios pré-ganglionares parassimpáticos localizados 
no núcleo ambíguo (NA) e núcleo dorsal vagal causará uma ativação vagal, com redução da 
frequência cardíaca (bradicardia), redução da resistência periférica total e do débito cardíaco. 
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Simultaneamente esses neurônios de segunda ordem também atuará sobre os neurônios no 
bulbo ventrolateral caudal (CVLM), inibindo os neurônios pré-ganglionares simpáticos no 
bulbo ventrolateral rostral (RVLM). A inibição de neurônios da porção RVLM reduzirá a 
ativação simpática na coluna intermédio-lateral (IML) da medula torácica espinhal, reduzindo 
a atividade simpática para vasos e coração. 

 
 

Em contrapartida, em caso de queda da PA a atividade dos barorreceptores será 

reduzida. Fato este que acarretará em um aumento da atividade simpática para o 

coração e vasos, promovendo a redução da atividade vagal cardíaca, fazendo com 

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

 

 

 Nervo depressor aórtico  

 

  Anatomia e morfologia 

 
O nervo depressor aórtico foi descrito em 1866, pelos pesquisadores alemães 

Cyon e Ludwig (CYON; LUDWIG, 1866). Foi denominado depressor porque, após sua 

estimulação elétrica, os pesquisadores observaram queda da pressão arterial 

sistêmica, bradicardia e vasodilatação periférica. Em ratos, o NDA é a principal 

aferência barorreceptora, e ascende isoladamente até se unir ao nervo laríngeo 

superior e adentrar o nervo vago (X), se direcionando ao núcleo do trato solitário no 

SNC (DE PAULA, 1999; FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 1997; PINTO et al., 2016; 

SAPRU; GONZALEZ; KRIEGER, 1981).  

Descrições detalhadas da origem, curso na região cervical, terminação e tipos 

de fibras dos NDA de coelhos, foram realizadas no início do século XX. Sarkar (1922) 

utilizando fixação com ácido ósmico e inclusão em parafina, identificou fibras 

mielínicas de médio e pequeno diâmetros e sugeriu que as fibras finas amielínicas 

poderiam pertencer ao SNA, com funções 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 investigações 

das funções cardiovasculares. Experimentos com registros da atividade nervosa dos 

NDA vinham sendo realizados sem informações substanciais sobre a origem, o trajeto 

e as terminações 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 variável. Estes nervos estão presentes, no lado 

esquerdo, como um fascículo isolado, em apenas metade dos animais. No lado direito, 

a freqüência de aparecimento do NDA isolado é ainda menor. Esses mesmos 

pesquisadores observaram que quando o NDA não era identificado como um fascículo 

isolado, a atividade barorreceptora era registrada no nervo vago ou no nervo laríngeo 

recorrente (MCCUBBIN; MASSON; PAGE, 1958). 

A anatomia macroscópica do NDA é relativamente bem conhecida em várias 

espécies animais tais como coelhos (SARKAR, 1922) gatos (AGOSTINI et al., 1957) 

e ratos (KRIEGER; MARSEILLAN, 1963). Após o período de 1950, embora o rato 

fosse o animal de escolha para estudos eletrofisiológicos envolvendo o NDA e funções 

barorreflexas, estudos microscópicos 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 mielínicas do NDA em histogramas 

de tamanho de fibras. O autor demonstrou que o NDA de gatos apresentam fibras 

mielínicas finas (menores que 7 µm de diâmetro) (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 

distribuíram as fibras mielínicas 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 presença de fibras amielínicas 

em NDA de ratos normotensos, através de estudos eletrofisiológicos (BROWN; 

SAUM; TULEY, 1976). 

 As características eletrofisiológicas das descargas das fibras mielínicas e 

amielínicas dos barorreceptores aórticos dos NDA de ratos têm sido estudadas desde 

os anos 1970 (BROWN; SAUM; TULEY, 1976; BROWN; SAUM; YASUI, 1978; 

SAPRU; GONZALEZ; KRIEGER, 1981; THORÉN; SAUM; BROWN, 1977). Tais 

estudos evidenciam que tanto as fibras mielínicas quanto as amielínicas dos NDA de 

ratos são barorreceptoras.  

Embora muitas das características fisiológicas das fibras mielínicas e amielínicas 

dos NDA de ratos já fossem conhecidas, apenas no final dos anos 1990, um estudo 
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histológico detalhado, tanto em nível de microscopia de luz quanto em nível de 

microscopia eletrônica de transmissão foi realizado, incluindo informações sobre 

dimensões e números de fibras mielínicas e amielínicas do NDA de ratos 

normotensos. Fazan, Salgado e Barreira (1997) descreveram que o NDA de ratos 

normotensos é monofasciculado, sendo o diâmetro desse fascículo constante (40 µm), 

desde sua origem (próxima ao arco da aorta – segmento distal do nervo) até sua 

terminação (no nervo laríngeo superior - segmento proximal do nervo). Segundo os 

referidos autores, o nervo depressor aórtico apresenta, em média, 440 axônios, sendo 

20% mielinizados e 80% amielínicos. O histograma de distribuição de tamanho das 

fibras mielínicas é unimodal e essas fibras apresentam diâmetro médio de 2,5 µm. O 

histograma de distribuição de tamanho das fibras amielínicas é também unimodal e o 

diâmetro médio dessas fibras é de 0,5 µm (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 número de fibras 

mielínicas seja o mesmo, essas fibras apresentam diâmetros menores nos ratos 

hipertensos (FAZAN et al., 1999). As fibras amielínicas dos NDA dos ratos hipertensos 

além de apresentarem diâmetros menores (FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 2001), 

encontram-se em menor número quando comparados aos NDA de ratos normotensos 

(relação de fibras amielínica:mielínica de 6:1 em ratos normotensos e de 3:1 em ratos 

espontaneamente hipertensos). Além disso, a relação entre a espessura da bainha de 

mielina e o tamanho do axônio das fibras mielínicas se encontram alteradas nos NDA 

de ratos espontaneamente hipertensos, comparado aos normotensos (FAZAN; 

SALGADO; BARREIRA, 2005). Reforçando este achados anatômicos, Doba e Reis 

(1973) relataram que a desnervação do NDA e do seio carótico em várias espécies 

de animais resultaram em uma elevação sustentada da pressão arterial sistêmica 

(DOBA; REIS, 1973). Esses dados morfológicos corroboram com as alterações do 

barorreflexo observadas através de abordagens funcionais em ratos hipertensos.  

Em seres humanos não é possível evidenciar o nervo depressor aórtico de forma 

isolada, como ocorre em um grande número de animais. Em humanos, as aferências 

barorreceptoras trafegam junto ao nervo vago, ou seja, pequenos ramos vagais 

carregam impulsos oriundos dos barorreceptores aórticos (FADEL, 2008; TIMMERS 

et al., 2003) dificultando possíveis análises isoladas destas estruturas.  
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A real contribuição dos barorreceptores aórticos ou caróticos atuando no controle 

da frequência cardíaca em humanos permanece não esclarecida em sua totalidade 

devido a incapacidade de promover a estimulação seletiva de aferências 

barorreceptoras (FERGUSON; ABBOUD; MARK, 1985) ou a indisponibilidade de 

técnicas adequadas para investigar a influência dos barorreceptores arteriais sobre a 

pressão arterial (MANCIA et al., 1979). Diante de tal realidade, os barorreceptores 

aórticos associados com drogas vasoativas ou por meio de manobras (valsalva, vagal) 

vêm sendo investigados a fim de tentar compreender a importância do reflexo 

barorreceptor na regulação cardiovascular em humanos utilizando distintos métodos 

de análises (FERGUSON; ABBOUD; MARK, 1985; MANCIA et al., 1979; RUDAS et 

al., 1999; SANDERS; FERGUSON; MARK, 1988). Outra abordagem adotada refere-

se à investigação ou estimulação do seio carótico, sendo esta amplamente 

pesquisada em humanos (EPSTEIN et al., 1969; HEUSSER et al., 2010; QUERRY et 

al., 2001; REA; ECKBERG, 1987). Todavia divergências vêm sendo pontuadas 

decorrente de diferenças metodológicas encontradas nestes trabalhos. Baseados 

nestas limitações, a modalidade ou extensão do controle da PA pelos barorreceptores 

arteriais têm sido amplamente pesquisado em animais.  

Sendo o rato o modelo animal mais comumente utilizado em estudos que 

envolvem a regulação da PA e, sendo o NDA responsável pela aferência do 

barorreflexo, descrições morfológicas e morfométricas detalhadas desse nervo, 

associadas aos parâmetros funcionais e imunohistoquímicos, são dados importantes 

para futuras investigações de bases estruturais de respostas barorreflexas alteradas 

em condições fisiopatológicas tais como hipertensão, envelhecimento, 

arteriosclerose, diabetes e neuropatias periféricas.  

 

 

  Nervo frênico  

 
O nervo frênico é responsável por promover a inervação motora e sensorial ao 

músculo 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 é inervado 

principalmente pelos nervos frênicos direito e esquerdo que se originam no plexo 

cervical a partir dos ramos ventrais de C3, C4 e C5, enquanto que a inervação 

sensorial é feita também por ramos dos nervos intercostais (ANRAKU; SHARGALL, 

2009; MAISH, 2010; MULLER BOTHA, 1957). Em ratos esta musculatura é inervada 

predominantemente pelos ramos de C4 e C5, sendo detectado frequentemente o 

nervo frênico acessório em C6 (GOTTSCHALL, 1981; GOTTSCHALL; GRUBER, 

1977). 

O nervo frênico atravessa a cavidade torácica posteriormente e segue 

anteriormente ao pericárdio e em seguida perfura o diafragma. Cada nervo divide-se 

em quatro troncos: antero-lateral, póstero-lateral, esternal e tronco crural. A principal 

função do músculo diafragma é a respiração, além de servir como uma barreira física 

que separa o tórax do abdome. Durante o processo de inspiração o diafragma se 

contrai, e com o auxílio da musculatura intercostal externa a cavidade torácica se 

expande reduzindo a pressão intratorácica, permitindo a entrada de ar nos pulmões. 

A expiração normalmente ocorre de forma passiva devido ao relaxamento dos 

músculos inspiratórios, resultando na diminuição do volume da caixa torácica 

(ANRAKU; SHARGALL, 2009; MAISH, 2010). As lesões dos nervos frênicos 

acarretam em sérias disfunções da musculatura diafragmática, prejudicando o 

trabalho e eficiência respiratória. Em casos mais graves ocasionam paralisia 

diafragmática, atelectasias e taquipnéia (SIMANSKY  et al., 2002; WILCOX et al., 

1988). 

Em humanos, o nervo frênico também é reconhecido como um nervo misto pois 

possui um predominante número de fibras mielínicas de grande diâmetro, 

apresentando em menor proporção fibras amielínicas de pequeno diâmetro que 

carregam sinais aferentes a partir do diafragma em direção ao SNC (MORÉLOT-

PANZINI et al., 2009). Com relação aos aspectos morfométricos e morfológicos, 

estudos envolvendo a investigação de nervos periféricos em humanos são raros. 

Teixeira, Aranda e Becker (1992) com o auxílio de um microscópio eletrônico 

acompanharam o desenvolvimento do diâmetro axonal do nervo frênico em crianças 

com 3 dias até os 8 anos de idade e classificaram os axônios em dois grupos: 

mielínicos (0.1-0.5 µm até 10 µm) e amielínicos (0.1-0.5 µm até 3.0 µm), confirmando 

as descrições literárias (TEIXEIRA; ARANDA; BECKER, 1992).  
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Em animais, Langford e Schmidt (1983) demonstraram que os nervos frênicos 

esquerdo de ratos Wistar, pesando 250-400g, contém aproximadamente 700 axônios, 

sendo 404 (57%) mielínicos e 300 (43%) amielínicos (LANGFORD; SCHMIDT, 1983). 

Gottschall e Gruber (1977) descreveram 368 axônios mielínicos em nervos frênicos 

de ratos Wistar machos pesando igualmente 250-400g (GOTTSCHALL; GRUBER, 

1977). Rodrigues Filho e Fazan (2006) e Rodrigues et al. (2011) divulgaram resultados 

morfométricos bastante similares em nervos frênicos de ratos machos e fêmeas 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 população de axônios do nervo frênico de cachorros são eferentes 

(LANDAU; AKERT; ROBERTS, 1962). Apesar da pesquisa sobre esta temática 

revelar a utilização de distintos procedimentos técnico-científicos os achados se 

assemelham. 

Estudos imunohistoquímicos no sistema nervoso periférico são esporádicos, 

sendo mais comumente pesquisados os nervos isquiático, vago e frênico através de 

distintas técnicas como radioimunoensaio (MALTHE-SØRENSSEN; ØKTEDALEN, 

1982; WHITE; HELME, 1985; BRIMIJOIN et al., 1980), cromatografia (WHITE; 

HELME, 1985), imunofluorescência (BRIMIJOIN et al., 1980; GAMSE; LEMBECK; 

CUELLO, 1979) etc. Todavia, a maioria destes estudos detectam apenas a 

concentração dos neurotransmissores e não abordam os aspectos morfológicos de 

tais elementos, havendo portanto, a necessidade de uma investigação mais detalhada 

e específica e com alto grau de preservação tecidual. A reduzida qualidade tecidual 

dificulta a visualização precisa das estruturas nervosas. 

 

 

 Neurotransmissores  

 

A seguir será discutido brevemente as principais caracteristícas de dois distintos 

neurotransmissores, a substância P e a enzima colina acetiltransferase, que foram 

submetidos a técnica de imunohistoquímica. Esta técnica foi postulada inicialmente 

por Coons, Creech e Jones (1941) no qual descreveram um método 

imunofluorescente para detecção de antígenos em tecidos através da conjugação de 

um anticorpo com um corante fluorescente (COONS; CREECH; JONES, 1941). Desde 
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então este método de imunocoloração vem sendo amplamente utilizado no 

diagnóstico anátomo-patológico através da ligação específica de um anticorpo com 

um antígeno, auxiliando no processo de localização de biomarcadores e proteínas 

expressas em diferentes partes de um tecido biológico. Uma vez que a interação 

antígeno-anticorpo ocorra, surge uma reação de cor visível por microscopia de luz ou 

luz ultravioleta, possibilitando a identificação do antígeno (proteína) (BRANDTZAEG, 

1998; RAMOS-VARA, 2005). Vinte e cinco anos mais tarde, a enzima horseradish 

peroxidase (HRP) associada com o cromógeno 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 

níquel, no qual foi adicionado o sulfato de amônio e níquel, levando a um produto de 

reação preta a fim de facilitar a visualização das estruturas imunomarcadas 

(HANCOCK, 1984). E através desta técnica, muitos autores conseguiram identificar a 

presença da SP e da CAT em distintas regiões 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 imunohistoquímica apresenta metodologias bastante diversificadas, 

podendo ser direta ou indireta. No método direto os anticorpos primários são 

conjugados diretamente com enzimas, fluoróforos, biotina ou ouro coloidal, ou seja, o 

anticorpo que possui o marcador se liga diretamente ao antígeno, resultando numa 

única etapa, simples e rápida (RAMOS-VARA, 2005). Este método é adequado 

apenas quando os anticorpos estão disponíveis em uma quantidade suficiente para 

que a imunomarcação ocorra, sendo este um teste com baixa sensibilidade devido a 

pequena amplificação do sinal (HEYDERMAN, 1979). No método indireto, o anticorpo 

primário não é marcado, mantendo uma maior atividade e um sinal mais forte, 

aumentando com isso a intensidade da reação. Todavia, o anticorpo secundário 

deverá ser marcado contra o primário. Além disso, esta técnica apresenta vantagens 

adicionais, onde o anticorpo secundário poderá ser usado para detectar diferentes 

anticorpos primários concomitantemente. Entre os métodos indiretos destaca-se a 

peroxidase-antiperoxidase (PAP) e a avidina-biotina-peroxidase (ABC) e mais 

recentemente os polímeros (BERGROTH, 1983; HEYDERMAN, 1979; RAMOS-
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VARA, 2005; VANDESANDE, 1979). Posteriormente ao método ABC surgiram 

inovações utilizando a streptavidina, conhecida como Labelled Avidin-Biotin (LAB) e a 

Labelled Streptavidin-Biotin (LSAB), sendo esta última adotada neste estudo. Esta 

técnica divide-se basicamente em três etapas: 1) aplicação do anticorpo primário 

dirigido contra o antígeno; 2) aplicação do anticorpo secundário biotinilado dirigido 

contra o anticorpo primário e 3) streptavidina marcada normalmente com HRP ou 

fosfatase alcalina, substâncias estas que irão possibilitar a visualização, conferindo 

cor ao local da ligação antígeno-anticorpo (ELIAS; MARGIOTTA; GABORC, 1989; 

RAMOS-VARA, 2005). Este método de marcação imunoenzimática utiliza reações do 

tipo enzima-substrato para obterem produtos finais coloridos a partir de cromógenos. 

A HRP é a enzima mais comumente usada para esta proposta, obtida a partir da raiz 

do rábano Armoracia rusticana. Este composto apresenta um grupo heme (hematina) 

que forma um complexo com o peróxido de hidrogênio (substrato), provocando sua 

decomposição em água e oxigênio. Este complexo enzima-substrato irá oxidar um 

dador de eletrões (3’3-DAB) ao reagir com o peróxido de hidrogênio, ocasionando a 

cor marrom no local da reação onde ocorreu a ligação antígeno-anticorpo (DAKO, 

2013; VEITCH, 2004; WEIR et al., 1974). 

 

 

  Substância P 

 

A substância P foi descoberta em 1931 por Von Euler, sendo extraída a partir do 

cérebro e intestino de cavalos, apresentando ações hipotensivas e com atuação sobre 

a contratilidade da musculatura lisa (HARRISON; GEPPETI, 2001; VON EULER; 

GADUM, 1931). O nome substância P, que caracteriza este neuropeptídeo, foi dado 

por Gaddum e Schild (1934), referindo-se ao pó “P” obtido após o processo de 

extração. Contudo, somente em 1971 isolaram e caracterizaram a estrutura de 

aminoácidos que compõem a SP a partir de estudos em hipotálamo de bovinos 

(CHANG; LEEMAN; NIALL, 1971; GADDUM; SCHILD, 1934) Figura 3. 
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Figura 3. Estrutura molecular da substância P, H-Arg1-Pro2-Lys3-Pro4-Gln5-Gln6-Phe7-Phe8-
Gly9-Leu10-Met11-NH2, desenvolvida através do programa Avogadro (HANWELL et al., 2012), 
que possibilita a edição e montagem de moléculas.  

 
 

Uma década depois, a SP foi introduzida como membro da família de 

taquicininas. Os peptídeos que constituem essa classe de taquicininas são a SP, 

neurocinina A (NKA), neurocinina B (NKB), neurocinina K (NPK) e neurocinina γ (NP-

γ). Estes peptídeos por sua vez, exibem atividades biológicas similares e 

compartilham uma sequência C-terminal comum (COOH_) e uma distinta região N-

terminal (NH2). A região C-terminal é crucial para ativação dos receptores 

neurocinérgicos do tipo NK1, NK2 e NK3, enquanto a região N-terminal é responsável 

pela especificidade ao receptor (CASCIERI et al., 1992; GUARD; WATSON, 1991; 

KRAUSE et al., 1987; PAGE, 2004). Diversos estudos têm mostrado que estas 

taquicininas são derivadas de precursores codificados por dois genes com 

características similares, a preprotaquicinina (PPT) A, B e C (GUARD; WATSON, 

1991; KURTZ et al., 2002; ZHANG et al., 2000).  

A preprotaquicinina A codifica três RNAm (do inglês, Messenger Ribonucleic 

Acid) do tipo α, β e γ, que por sua vez, dará origem aos neuropeptídeos SP, NKA, 

NPK e NP-γ. Todavia a preprotaquicinina B irá codificar apenas o NKB, apresentando 

apenas dois RNAm (α e β) (CARTER; KRAUSE, 1990; GUARD; WATSON, 1991; 

KRAUSE et al., 1987; NAWA; KOTANI; NAKANISHI, 1984). As sequências 

precursoras da SP são codificadas por todos RNAm oriundos do gene PPT-A, 

enquanto NKA, NPK e NP-γ derivam dos RNAm (β e γ). 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 relação 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 representação diagramática de alguns genes 

na Figura 4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 
 

Atualmente, três tipos de receptores taquicininas vêm sendo amplamente 

discutidos NK1, NK2 e NK3. Os receptores NK1 exibem preferência para SP, mas isto 

não implica que este neuropeptídeo atue apenas nesta classe de receptores, podendo 

ativar também os receptores NK2 e NK3. Contudo, distintas ações da SP são 

mediadas pelo receptor NK1, sendo este expresso à nível central e periférico estando 

presente em neurônios, células vasculares endoteliais, músculo e diferente tipos de 

células imunes (MAENO; KIYAMA; TOHYAMA, 1993; MAGGI, 1995; REGOLI et al., 

1994; PENNEFATHER et al., 2004). Após a ligação da SP com o receptor NK1, 

ocorrerá uma rápida endocitose e internalização do receptor, contribuindo para a 

dessensibilização das células à sinalização da SP, que é seguidamente degradada 
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em um compartimento ácido (GARLAND et al., 1994). No SNP, a ativação deste 

receptor ocasiona importantes efeitos como a vasodilatação, aumento da 

permeabilidade vascular, contração da musculatura lisa e estimulação de secreções 

salivares e aéreas (MAGGI, 1995). Os receptores NK2 e NK3 por sua vez exibem 

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

A SP encontra-se localizada em áreas cerebrais envolvidas na regulação neural 

reflexa da PA no sistema nervoso central e em neurônios sensoriais de aferências 

primárias de distintas fibras amielínicas, atuando sobre inúmeros 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 à SP foram identificados em regiões centrais e 

periféricas contribuindo para o fortalecimento da hipótese de participação da SP na 

modulação ou excitação reflexa autonômica (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 presença da SP no nervo depressor aórtico, sendo 

uma descrição apenas sugestiva. Contudo, a confirmação deste neurotransmissor em 

aferências barorreceptoras periféricas ainda é desconhecida. Existe, portanto a 

necessidade explorativa de tal levantamento.  

 

 

  Acetilcolina e acetiltransferase 

 

A acetilcolina (ACo) é sintetizada nos terminais nervosos a partir da acetil-

coenzima A (acetil-CoA) e da colina em uma reação catalisada pela colina 

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

 
 

 

 

 
 

Figura 5. Reação catalizada pela colina acetiltransferase (CAT) para síntese da acetilcolina. 

 

 

                                                     Colina Acetiltransferase (CAT) 

Acetil coenzima A (Acetil-CoA)  + Colina                                                    Acetilcolina 
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A presença de CAT no sistema nervoso periférico é uma forte indicação de que 

a acetilcolina seja utilizada como um de seus neurotransmissores. A colina está 

presente no citoplasma, e é captada por neurônios colinérgicos a fim de atuar na 

síntese da ACo nos terminais nervosos. Após a sintetização da acetilcolina, esta é 

rapidamente transportada para o interior das vesículas, onde fica armazenada de 

forma muito concentrada, até o momento de sua liberação na fenda sináptica. Com a 

liberação da acetilcolina na fenda sináptica pode ocorrer dois distintos fenômenos: 1) 

a acetilcolina é hidrolisada em acetato e colina pela enzima acetilcolinesterase 

(ACoE), que encontra-se concentrada na fenda sináptica, assegurando uma rápida 

diminuição na concentração deste neurotransmissor no terminal pré-sináptico; 2) 

ligação a receptores específicos na superfície da célula pós sináptica a partir do 

disparo de um potencial de ação que estimulou a exocitose da ACo de vesículas pré-

sinápticas (ODA, 1999; PURVES et al., 2005; USDIN et al., 1995).  

A acetilcolina participa do controle central e periférico do movimento, 

funcionamento do sistema nervoso autônomo, regulação do sono e de múltiplos 

processos cognitivos como memória, atenção e aprendizado (GOLD, 2003; SARTER; 

PARIKH, 2005). Este neurotransmissor exerce suas funções fisiológicas através da 

ativação de duas distintas famílias de receptores conhecidos como colinérgicos, os 

receptores nicotínicos e muscarínicos (CAULFIELD; BIRDSALL, 1998). O termo 

colinérgico refere-se aos receptores que respondem à ACo.  

Os receptores nicotínicos (ionotrópicos) se encontram principalmente em 

junções neuromusculares, gânglios autonômicos periféricos e SNC, sendo estes 

ativados com a liberação da acetilcolina nas sinapses. No SNP, são mediadores-

chave no processo de contração da musculatura esquelética, e no SNC, estão 

envolvidos em vários processos relacionados às funções cognitivas, aprendizado e 

memória, controle motor e analgesia. Este termo nicotínico e muscarínico deve-se a 

presença da nicotina e da muscarina, que também se liga a esta classe de receptores 

colinérgicos. Os receptores muscarínicos (metabotrópicos, associados a proteína G) 

são encontrados em orgãos-alvo do sistema parassimpático e em certos alvos do 

sistema simpático, vasos sanguíneos de músculos esqueléticos, gânglios e SNC 

(hipocampo, córtex e tálamo) (JENSEN et al., 2005; TIWARI et al., 2013). 

Atualmente estudos imunohistoquímicos voltados para a identificação da CAT 

vêm sendo bastante utilizados na investigação de procedimentos cirúrgicos para 
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reconexão axonal (neurorrafia) a fim de verificar processos regenerativos (CAO et al., 

1999; GRAHAM et al., 2007). Contudo, descrições acerca de imunomarcações 

envolvendo a caracterização da CAT em fibras nervosas periféricas são relativamente 

escassas.  

 

 

 Fixação de tecidos 

 

  Glutaraldeído versus formoldeído 

 

O glutaraldeído tem sido considerado um excelente agente de formação 

cruzada, resultando em insolubilizações de proteínas, promovendo com isso uma 

fixação relativamente não distorcida das estruturas celulares (HABEEB; HIRAMOTO, 

1968). Esse composto vêm sendo utilizado como o principal fixativo para técnicas de 

microscopia eletrônica por Sabatini, Bensch e Barrnett (1963), garantindo uma boa 

preservação ultraestrutural dos tecidos. No entanto, o formaldeído vêm sendo 

amplamente usado como o principal fixativo em análises imunohistoquímicas, devido 

ao seu elevado grau de penetração tecidual, boa capacidade de preservação sobre a 

imunorreatividade quando comparado ao glutaraldeído (SABATINI; BENSCH; 

BARRNETT, 1963). Em contrapartida, alguns autores sugerem que o glutaraldeído é 

provavelmente mais efetivo na preservação morfológica (BEROD; HARTMAN; 

PUJOL, 1981). Além disso, o uso do glutaraldeído envolvendo a localização 

morfológica de neurotransmissores em nervos periféricos são escassamente 

compreendidos.  

No sistema nervoso periférico (SNP), a utilização do glutaraldeído como fixativo 

primário ainda não foi apropriadamente descrito. No sistema nervoso central, a SP e 

a CAT têm sido consideravelmente discutidas (CUELLO; KANAZAWA, 1978; 

HOUSER et al., 1983; MCGEER et al., 1974; SHULTS et al., 1984). No entanto, ambos 

os neurotransmissores não foram completamente explorados a nível periférico.  

Estudos imunohistoquímicos envolvendo nervos periféricos e a aplicação do 

glutaraldeído como fixador primário são raros, sendo os fixativos mais comumente 

usados: mistura de ácido picríco e paraformoldeído (FRIED; BRODIN; 

THEODORSSON, 1989), mistura de formoldeído a 4% e glutaraldeído 0,5-1% “Faglu” 
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(COSTA et al., 1980; FURNESS; HEATH; COSTA, 1978), “Karnovsky” ou fixação em 

solução tamponante contendo dois diferentes aldeídos, formoldeído a 4% e 

glutaraldeído a 2,5% (KARNOVSKY, 1965) ou apenas paraformoldeído em distintas 

concentrações “Bouin’s fluid” (GRAHAM et al., 2007; STOLL et al., 1989; TANIUCHI 

et al., 1988).  

As preocupações básicas relacionadas a fixação do tecido no SNP não diferem 

da metodologia aplicada à tecidos localizados no SNC (medula espinhal ou cérebro). 

Em análises morfológicas ultraestruturais (microscópio eletrônico ou transmissão) o 

glutaraldeído à 2,5-3% é o método de escolha, sendo preferível a fixação por perfusão. 

No entanto, não é aconselhado a utilização do glutaraldeído para a realização de 

análises imunohistoquímicas, devido a capacidade de interferência deste fixativo 

sobre a detecção dos antígenos. Neste caso, o paraformoldeído é o método indicado 

para a identificação da ligação específica entre antígeno-anticorpo, sendo usado em 

concentrações que variam de 1-4%, ocasionando uma má preservação da bainha de 

mielina. Todavia, para corrigir este efeito, a adição do glutaraldeído em pequenas 

concentrações (0,1-0,2%) é usualmente aplicada. Por fim, quando a fixação por 

perfusão torna-se inviável, a fixação por imersão poderá ser usada. Este método não 

é tido como padrão-ouro porém têm sido bastante utilizado em condutas 

imunohistoquímicas. O perineuro dos nervos periféricos fornecem uma barreira de 

difusão, e o glutaraldeído 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 perfusão para lavagem e fixação dos tecidos utilizando o paraformoldeído. 

Baseados nessas necessidades, um dos objetivos deste estudo foi o de demonstrar a 

viabilidade do uso do glutaraldeído através da fixação por imersão, como um fixativo 

primário, auxiliando na identificação de neurotransmissores dentro do sistema nervoso 

periférico. 

O referido trabalho mostra-se de grande valia, pois o modelo apresentado é 

pioneiro e inovador, propiciando o esclarecimento de mecanismos intrínsecos do 

nervo depressor aórtico e sua participação como barorreceptor aórtico no sistema 

cardiovascular, atuando como possível trajeto de neurotransmissores aferentes.  
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  OBJETIVOS 

 

 

Neste trabalho tivemos os seguintes objetivos:  

 

 Objetivos gerais: 

 

1) Padronização da técnica de imunohistoquímica para neurotransmissores em 

nervos fixados em altas concentrações de glutaraldeído (2,5%). Nervos frênicos de 

ratos Wistar machos, normotensos, com 20 semanas de idade, foram utilizados e dois 

neurotransmissores, a substância P (SP) e a enzima colina acetiltransferase (CAT) 

foram testados. 

 

2)  Verificação da viabilidade de aplicação da técnica padronizada em nervos 

frênicos, para o Nervo Depressor Aórtico (NDA). 

 

 

 Objetivos específicos: 

 

1) Identificação e localização da substância P em axônios do nervo depressor 

aórtico de ratos Wistar, machos e fêmeas, normotensos, com 20 semanas de idade, 

fixados altas concentrações do glutaraldeído a 2,5%.  

 

2) Quantificação da substância P imunomarcada em axônios do nervo depressor 

aórtico de ratos Wistar, machos e fêmeas, normotensos, com 20 semanas de idade, 

a fim de verificar possíveis diferenças entre gêneros. 
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 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 Animais  

 

O referido estudo foi desenvolvido em duas etapas. A primeira parte corresponde 

a padronização e/ou otimização da técnica de imunohistoquímica em nervos frênicos 

de ratos Wistar através da localização e caracterização do neurotransmissor SP e da 

enzima CAT. A segunda fase, trata-se da identificação e quantificação da SP no nervo 

depressor aórtico, sendo este, um possível 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 fêmeas. Deste total, 16 animais 

machos (N=8: SP; N=8: CAT) pesando aproximadamente 599±19g foram destinados 

à padronização da técnica de IHQ em nervos frênicos. E para a caracterização e 

quantificação da SP em nervos depressores aórticos foram utilizados 22 ratos Wistar, 

sendo 12 machos e 10 fêmeas pesando 627g±13,2 e 381g±5,6, respectivamente.  

Os animais provenientes do biotério central da Faculdade de Medicina de 

Ribeirão Preto foram mantidos, em trios, em gaiolas plásticas grandes (34 x 42 x 37 

cm), em ambiente com ventilação forçada, 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 à água e ração padrão para roedores 

(Nuvilab CR1 – Nuvital ®). O projeto está de acordo com os princípios éticos da 

experimentação animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 

(COBEA) sob protocolo USP nº 001/2009 (ver Anexo, seção 8.1).  

 

 

 Procedimentos cirúrgicos 

 

Imediatamente antes do experimento, os animais foram pesados, e anestesiados 

com pentobarbital sódico (Nembutal, Laboratório Abbott, Illinois), na dose de 40 

mg/Kg, por via intraperitoneal. Os animais foram posicionados na mesa cirúrgica em 

decúbito dorsal, com as patas fixadas em abdução e submetidos a cervicotomia. A 
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dissecação da artéria carótida foi realizada para a medida direta da pressão arterial e 

o NDA do lado esquerdo (próximo à clavícula até antes da entrada no nervo laríngeo 

superior), quando presente isoladamente, foi dissecado e posicionado sobre um 

eletrodo de aço bipolar para registro de sua atividade espontânea, Figura 6.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. A) Cervicotomia para exposição do nervo depressor aórtico esquerdo. O nariz do 
animal se encontra na parte inferior da imagem. O nervo aórtico origina-se das artérias aorta 
(arco) a esquerda, ou artéria subclávia direita; B) Note a exposição do referido nervo em rato 
Wistar macho (linha preta) próximo ao nervo vago esquerdo, X par craniano (seta) e artéria 
carótida comum esquerda (*). 

 
 

A atividade nervosa, sincrônica com os pulsos de pressão arterial foi amplificada 

por meio de um pré-amplificador de alta impedância (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 osciloscópio (modelo 5113, Tektronics, Inc.) e 

monitorizada por um alto-falante. Um integrador de atividade nervosa (modelo 605C, 

University of Iowa Bioengineering) foi utilizado para contar, em intervalos de 200 ms, 

os potenciais que excedem uma determinada voltagem selecionada imediatamente 

acima do nível de ruído. Essa atividade foi registrada através de um conversor 

analógico/digital (Lynx, Tecnologia Eletrônica Ltda) e gravada (100 Hz) no disco rígido 

de um microcomputador (IBM/PC-AT 486) simultaneamente com os registros da 

pressão arterial pulsátil. Após o registro da atividade nervosa e da pressão arterial 

pulsátil, o nervo depressor aórtico foi removido, e mantido em solução fixadora 

composta por glutaraldeído a 2,5% em tampão fosfato 0,1M, pH 7.4. 

A B 
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Após esta etapa, a sensibilidade dolorosa foi novamente verificada, a fim de 

constatar a eficácia do anestésico. Em seguida foram submetidos a uma ampla 

toracotomia e foram retirados os nervos frênicos direitos e esquerdos (proximal e 

distal) da face lateral do pericárdio até o diafragma e armazenados em solução 

fixadora. Imediatamente após a retirada deste nervo, os animais foram devidamente 

eutanasiados.  

 

  

 Procedimentos histológicos 

 

Após a dissecação, todos os nervos foram esticados sobre uma tira de papel 

filtro, para que não houvesse retração dos mesmos. A seguir, os nervos foram 

armazenados numa solução fixadora, composta de glutaraldeído a 2,5% em tampão 

fosfato de sódio 0,1M, pH 7.4 por 72 horas, sob agitação orbital contínua, em 

temperatura ambiente a 20ºC. Finalizada esta etapa, os nervos foram imersos em 

distintas concentrações crescentes de sacarose (10%- 24h; 20%-24h e 30%-24h) 

totalizando 72 horas em geladeira, a 4ºC. Posteriormente, os nervos foram congelados 

em OCT (do inglês Optimal Cutting Temperature) e gelo seco, sendo armazenados a 

-80ºC, até o momento do corte do material e futura análise por IHQ. Devido ao 

tamanho reduzido do nervo depressor aórtico, optou-se por realizar o congelamento 

dos dois nervos em conjunto, para que fosse mais fácil a identificação do NDA nos 

cortes transversais. O segmento proximal esquerdo do nervo frênico foi congelado 

junto ao NDA, tornando viável a visualização do material durante o processo de corte 

histológico.     

 

 

 Imunohistoquímica 

 

  Substância P e colina acetiltransferase 

 

Os nervos foram cortados em secções longitudinais semifinas (16µm) e 

transversais (18µm) em toda sua extensão. Com os nervos isolados, cortados e 
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previamente posicionados nas lâminas silanizadas (Starfrost, Waldemar Knittel, 

Alemanha), iniciou-se a primeira etapa da IHQ. Os nervos foram submetidos a três 

lavagens com Tris-PBS-Triton (10mM Tris, 0.9% NaCl, 0.05% thimerosal, T5125-

Sigma)  em 10 mM de tampão 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 solução contendo o anticorpo primário diluído em 10% de soro de cavalo e 

TPBS-Triton por 24 horas, a 20ºC. O anticorpo primário policlonal de coelho anti-

substância P (RMSP I/2; 1:10.000; MORRIS et al., 1986) e o anticorpo primário 

policlonal de cabra anti-colina acetiltransferase (CAT; 1:1.000; Chemicon, Millipore 

AB144P) foram utilizados.  

Após a incubação com o anticorpo primário, os cortes foram imersos em 

anticorpo secundário 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 20ºC. Com a finalização desta incubação, as lâminas 

foram transferidas para o conjugado extravidina-peroxidase (1: 500, E-2886; Sigma) 

por 24 horas. 

Para revelação da imunorreatividade à SP e colina acetiltransferase, os cortes 

foram mergulhados por 5 minutos em uma solução contendo DAB (3,3` 

diaminobenzidina tetra hidratado, DAB-D 5637 Sigma, 50 mg/ml) intensificado com 

1% de níquel (Ni-DAB) em 10 mM de tampão fosfato de sódio 0,4 M, pH 7.4 e água 

destilada (LEVEY et al., 1986; LLEWELLYN-SMITH; PILOWSKY; MINSON, 1993). 

Após os 5 minutos, a primeira solução com DAB foi retirada e uma segunda solução 

de DAB + peróxido de hidrogênio (H2O2, 0.3%) foi novamente acrescida por apenas 2 

minutos, a fim de se promover uma reação insolúvel em álcool (de coloração 

levemente acastanhada a preta). Em seguida, as lâminas foram submetidas a 

processos de desidratação (álcoois) e diafanização com xileno “xilol”. 

Todas as etapas descritas acima foram realizadas em câmara úmida com 

temperatura ambiente controlada a 20º C, a fim de evitar o ressecamento do material 

biológico, Figura 7.  
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Figura 7. Ilustração da câmara úmida utilizada em todas as etapas imunohistoquímicas. 

 
 

Após a revelação, as lâminas foram desidratadas em concentrações 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 reações foram acompanhadas 

por lâminas de controles negativos, onde os anticorpos primários e secundários foram 

omitidos. Este procedimento assegura a especificidade e a reprodutibilidade do 

método. 

 

 

 Análise qualitativa dos nervos frênicos 

 

Os cortes semifinos obtidos dos nervos frênicos foram observados quanto à 

disposição dos elementos neuronais e conjuntivos que constituem o nervo, sendo 

analisados de forma observacional quanto ao seu aspecto e arranjo dos neurônios 

sensitivos e motores. As estruturas imunomarcadas à SP e CAT foram avaliadas e 

discutidas de forma semelhante. 
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 Análise quantitativa dos nervos depressores aórticos 

 

O processo de quantificação das regiões imunorreativas à SP foi realizado na 

segunda etapa do projeto (ver seção 4.4.1), onde apenas os NDA de ratos machos e 

fêmeas foram calculados. As imagens das secções transversais imunomarcadas 

foram digitalizadas através da utilização de um microscópio de luz (Carl Zeiss Imager, 

M1) acoplado com uma câmera digital AxioCam MRC5. Para a digitalização das 

imagens, foram utilizadas as objetivas de 100x e um conjunto de lentes auxiliares 

(optovar) de 1,25. Após o processo de digitalização, o cálculo da área imunomarcada 

e a área total dos fascículos foram obtidos a fim de quantificar o valor percentual da 

área imunorreativa à SP através do programa Image J (versão 1, 49, National Institute 

of Health, Wayne Rasband, EUA), sendo o sistema de unidade padronizado em µm2. 

A quantificação da área imunomarcada foi realizada de maneira que o observador não 

tinha conhecimento do gênero do animal que estava sendo observado. Foram 

avaliados 10 nervos (5 de machos e 5 de fêmeas) sendo quantificadas cinco secções 

para cada animal.  

 

 

 Análise estatística 

 

O teste de Shapiro Wilk (SW) foi aplicado para testar a normalidade da 

distribuição de todas as variáveis investigadas. Para as análises paramétricas, 

comparações entre os grupos foram realizadas através do test T para amostras 

independentes e para as amostras não paramétricas optou-se pelo teste de Mann- 

Whitney. As análises estatísticas e gráficos foram realizados por meio dos programas 

(SPSS, versão 22, IBM Corporation, 2013 e SigmaPlot, versão 12,5, Systat 2011), 

respectivamente. 
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 RESULTADOS 

 

 

De forma similar aos métodos, os resultados são apresentados em duas partes. 

A primeira refere-se aos dados oriundos da padronização da técnica 

imunohistoquímica, envolvendo a identificação qualitativa da SP e CAT em nervos 

frênicos. E a segunda parte corresponde à quantificação e caracterização da SP em 

nervos depressores aórticos. 

 

 

 Substância P em nervos frênicos 

 

A análise das secções transversais e longitudinais semifinas dos nervos frênicos 

através da técnica de microscopia de luz, demonstraram evidente e intensa 

imunorreatividade à SP, sendo esta, facilmente visualizada dentro do espaço 

endoneural.  

A figura 8 ilustra uma boa preservação de todos os segmentos dos nervos 

frênicos (proximal e distal) de ambos os lados (direito e esquerdo) apresentando um 

único fascículo, sendo este circundado por um epineuro bem definido. O nervo frênico 

mostrado abaixo, é constituído por fibras mielínicas e amielínicas, apresentando 

diâmetros e formatos variados, sendo estas distribuídas no espaço endoneural.  

Em cortes transversais, os nervos frênicos direito e esquerdo apresentaram uma 

imunomarcação positiva e bem distinta da SP em conjuntos de fibras amielínicas (tipo 

C) e em fibras de pequeno diâmetro (A-delta) localizadas próximo a periferia do 

endoneuro, Figura 8.  

A figura 8 ilustra uma grande quantidade de fibras mielínicas de grande ou médio 

diâmetro, consideradas fibras de condução nervosa rápida (tipo alfa, beta e gama). 

Contudo, não houve uma imunomarcação positiva à SP nesta classe de fibras 

motoras. Nestas secções a bainha de mielina é facilmente visualizada envolvendo o 

axoplasma (citoplasma do axônio) das fibras mielínicas. 
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Figura 8. Cortes transversais do nervo frênico esquerdo de ratos Wistar machos, segmento 
proximal (Painéis A, B) e distal (Painéis C, D). Note a possível presença de aglomerados de 
fibras amielínicas (tipo C, não visível) situado perto do perineuro na periferia do nervo e 
dispersos no espaço endoneural (cabeça de setas, B, D, F e H). Secções transversais do 
nervo frênico direito, segmento proximal (Painéis E, F) e distal (Painéis G, H). Granulações 
positivas à SP e intensificadas pela utilização do níquel (Ni-DAB, resultou em coloração preta 

A) B)

C) D)

E) F)

G) H)
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e levemente acastanhada) foram intensamente coradas em feixes de fibras mielinizadas de 
pequeno diâmetro (tipo A-delta) (ver setas, B, D e H). As letras E indicam o epineuro (A, E e 
G). As letras S evidenciam o núcleo de uma célula de Schwann envolvendo fibras mielínicas 
de grande diâmetro (tipo A). As letras A ilustram o axoplasma das fibras mielínicas. Objetivas 
de 40x (20µm) e 100x (10µm) foram utilizadas para a captura das imagens. (*) Ilustra vasos 
sanguíneos endoneurais. 

 
 

Em cortes longitudinais (Figura 9), a disposição de fibras positivas para SP se 

apresenta em feixes que acompanham o eixo longitudinal do nervo, mais evidentes 

na periferia do endoneuro, próximos ao perineuro, confirmando os achados dos cortes 

transversais. 

A figura 9 evidencia uma grande quantidade de granulações imunorreativas à 

SP que se coram em preto. O endoneuro se cora num tom amarelo claro após o 

processo de diafanização, acentuando a positividade da marcação. O perineuro 

aparece como várias camadas de células achatadas (9B) e de coloração marrom 

claro. Note a presença de um vaso sanguíneo preenchido com pequenas hemácias 

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

 

Figura 9. Cortes longitudinais do nervo frênico esquerdo de ratos Wistar machos, segmento 
proximal (Painel A) e distal (Painel B). Note pequenas granulações densamente marcadas ao 
longo da superfície do nervo (cabeça de setas). (Painel C) corresponde ao segmento proximal 

 

A) B)

D)C)
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(Painel D) e distal do nervo frênico direito de ratos machos. Detalhe da imunohistoquímica, 
mostrando uma marcação positiva para SP, sendo esta bastante focalizada e seguindo o 
trajeto da fibra nervosa. (*) Indica vasos sanguíneos. Objetivas de 20x (50 µm) e 40x (20 µm). 

 

 

 Colina acetiltransferase em nervos frênicos 

 

As fibras de grande, médio e pequeno diâmetro imunorreativas à colina 

acetiltransferase (CAT) são visualizadas em cortes transversais de nervos frênicos de 

ratos normotensos, Figura 10.  

A figura 10 (A, B, C e D) mostra intensa marcação positiva em axônios mielínicos 

calibrosos que correspondem as fibras nervosas do tipo alfa, beta e gama. Esses 

achados estão em situação contrária à descrição acima, onde apenas as fibras 

amielínicas e de pequeno diâmetro (A-delta) foram imunomarcadas à SP, fornecendo 

um panorama favorável a aplicabilidade desta técnica em NDA de ratos, devido sua 

eficácia na diferenciação de fibras nervosas sensoriais e motoras. Notar que as 

bainhas de mielina não se encontram imunomarcadas, sendo a presença de CAT 

confirmada no interior dos axônios somente.  

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

intensa marcação sugerindo que há um acúmulo de CAT em terminações nervosas.  
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Figura 10. Cortes transversais do nervo frênico proximal (Painéis A, B, C, D) mostrando uma 
evidente imunopositividade para CAT em axônios mielínicos de grande, médio (cabeças de 
seta) e de pequeno diâmetro (setas). Inúmeras linhas axonais coradas ao longo dos feixes de 
fibras nervosas confirmam a presença 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 núcleo de uma célula de Schwann. As letras A mostram o axoplasma das fibras 
mielínicas. (*) Eritrócitos no vaso sanguíneo. Objetivas de 20x (50 µm) e 40x (20 µm). 

 
 

Ainda, tanto nos cortes transversais quanto nos longitudinais, a imunomarcação 

para CAT mostra que as fibras motoras estão dispersas por todo o espaço endoneural, 

diferentemente do observado para a SP. 

 

A)

C)

E)

B)

D)
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 Nervo depressor aórtico 

 

  Dados fisiológicos 

 

A figura 11 mostra os valores médios da pressão arterial de ratos machos e 

fêmeas, coletados após cervicotomia e dissecação da artéria carótida apresentando 

valores basais de pressão arterial sistólica, diastólica e média. A comparação entre 

gêneros não apresentou diferenças significativas em relação a estes parâmetros 

p>0,05.  

 

Figura 11. Parâmetros fisiológicos da pressão arterial sistólica (PAS), diastólica (PAD) e 
média (PAM) dos ratos Wistar machos e fêmeas. Valores expressos em Média ± Erro padrão. 

 

 

Como esperado, diferenças estatisticamente significativas foram encontradas 

nas variáveis peso, sendo os machos maiores e 61% mais pesados do que as fêmeas 

p=0,001, ver valores médios na seção 3.1. 
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 Aspectos morfológicos e imunohistoquímicos 

 

  Substância P 

 

Nossos resultados demonstram de forma inédita a presença da SP em 

aferências barorreceptoras do nervo depressor aórtico esquerdo de ratos machos e 

fêmeas.  

A figura 12 (A,B,C e D) ilustra secções transversais com uma evidente e intensa 

imunopositividade à SP em feixes de axônios amielínicos (tipo C) e fibras de pequeno 

diâmetro (tipo A-delta) em segmentos proximais e distais do NDA, sendo esta 

constatação semelhante aos achados obtidos durante a padronização da técnica 

utilizando os nervos frênicos. Notamos a presença de uma maior positividade à SP 

em segmentos distais, localização onde aparentemente predomina-se os conjuntos 

de fibras amielínicas.  

Em segmentos proximais não houve uma separação regional entre axônios 

mielínicos e amielínicos, mostrando uma distribuição uniforme de fibras mielínicas de 

pequeno, médio e principalmente grande calibre. Notamos a presença de uma 

imunomarcação mais puntual nos segmentos proximais (ver Figuras 12 A e C). Em 

contraste, em segmentos distais (próximo ao arco aórtico) foi possível visualizar uma 

evidente delimitação entre estas duas classes de fibras nervosas. Percebe-se uma 

distribuição assimétrica das fibras mielínicas (M) e amielínicas (AM) dentro do espaço 

endoneural (12B) com intensa reatividade ao referido neuropeptídeo e com inúmeras 

áreas imunomarcadas, na porção que contém uma maior quantidade de fibras 

amielínicas. De forma complementar, secções transversais semifinas do NDA foram 

coradas com azul de toluidina a 1% com a finalidade de evidenciar a disposição das 

fibras mielínicas e amielínicas (12 E e F), possibilitando a verificação de similaridades 

com nossos achados imunohistoquímicos. 

Por fim, a figura 12G ilustra o percentual comparativo de marcação entre os 

gêneros, com aparente predomínio da SP em machos, sem diferença significativa 

p>0,05. A àrea fascicular mostrou-se maior em ratos machos (2479,6 µm2±260,9) 

comparado com as fêmeas (1689,2 µm2±177,2), p=0,037 com uma diferença de 32% 

entre os genêros. 
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Figura 12. (A, C) Corte transversal do segmento proximal do NDA (lado esquerdo) ratos 
Wistar machos e fêmeas respectivamente, contendo visíveis conjuntos de fibras mielínicas de 
grande, médio e pequeno calibre (M). Granulações positivas à SP e intensificadas pela 
utilização do níquel (Ni-DAB, resultando em coloração preta e levemente acastanhada) foram 
intensamente coradas de forma pontualizada próximo ao perineuro, ver setas; (B, D) Corte 
transversal do segmento distal, mostrando feixes de axônios amielínicos (AM) e mielínicos 
(M) em ratos machos e fêmeas respectivamente; Ver (E, F) para fins meramente 
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comparativos, perceba a disposição das fibras mielínicas e amielínicas em imagens 
morfológicas do NDA, corroborando com os achados imunohistoquímicos; (G) Percentual da 
área total imunomarcada, comparação entre machos e fêmeas. A letra S indica o núcleo de 
uma célula de Schwann envolvendo uma fibra mielínica. (*) Indica vasos sanguíneos. 
Objetivas de 100x+1,25 optovar (20µm)  e 100x+1,6 optovar (10 µm).  

 
 

 Em cortes longitudinais (Figura 13) identificamos grande quantidade de grânulos 

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 

espaço endoneural muito próximo ao perineuro, confirmando os achados dos cortes 

transversais. O fascículo do nervo é circundado por tecido conectivo chamado 

perineuro, de coloração marrom-escuro. A região central da fibra nervosa devido ao 

processo de diafanização adotou uma coloração amarelada que possibilitou uma 

maior acentuação da marcação ao neuropeptídeo. 

 

Figura 13. Cortes longitudinais do NDA esquerdo de ratos Wistar machos (A, C) e fêmeas (B, 
D) altamente reativos à SP foram intensamente marcadas em feixes de possíveis fibras  
amielínicas (tipo C). Observe a distribuição de densas granulações dentro de fibras nervosas 
aferentes (cabeças de setas), localizadas próximo ao perineuro (P). (*) Vasos sanguíneos 
endoneurais. Objetivas de 40x. 
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 DISCUSSÃO 

 

 

A fixação por imersão utilizando glutaraldeído a 2,5% em 0,1M de fosfato de 

sódio possibilitou a preservação da imunorreatividade para neuropeptídeos e 

marcadores colinérgicos em nervos periféricos. Com a utilização de um microscópio 

de luz, esta técnica mostrou-se eficaz na preservação da morfologia tecidual, sem 

amplificar os sinais de coloração de fundo “background”. 

Contraditoriamente, um limitado número de autores descreveram a eficiência e 

a utilidade do uso de altas concentrações de glutaraldeído não apenas para os 

estudos de microscopia eletrônica, mas também para a microscopia de luz em 

imunohistoquímica 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 glutaraldeído apresentaram uma qualidade equivalente ou superior quando 

comparados com outras misturas (paraformoldeído 4% + glutaraldeído 0,05-0,2%) 

para a maioria dos antígenos pesquisados. Dos dezessete antígenos investigados 

neste trabalho, a fixação por glutaraldeído puro obteve a pontuação máxima de 

intensidade para a maioria dos elementos imunormarcados, correspondendo a 82% 

(14 dos 17). De forma geral, a combinação de dois diferentes aldeídos mostrou-se 

mais prejudicial do que o glutaraldeído puro (MRINI et al., 1995). Similarmente, 

Llewellyn-Smith e Minson (1992) demonstraram uma boa imunorreatividade para 

neuropeptídeos (SP, encefalina e neuropeptídeo Y) após fixação em soluções 

tamponantes contendo 1-2,5% de glutaraldeído. Adicionalmente, afirma que a alta 

concentração de glutaraldeído promove uma melhor conservação dos anticorpos 

primários do que fixativos com pouco ou nenhum glutaraldeído em sua composição, 

garantindo diluições relativamente elevadas destes anticorpos (LLEWELLYN-SMITH; 

MINSON, 1992).  

No SNP, Gottschall (1981) utilizando o glutaraldeído a 2,5% foi capaz de 

evidenciar marcações positivas à acetilcolinesterase, enzima responsável pela 

hidrólise da acetilcolina em colina e acetato, em nervos frênicos de ratos Wistar. Fato 

este que possibilitou a obtenção de resultados bastante satisfatórios, precisos e de 

intensa imunorreatividade em fibras motoras (GOTTSCHALL, 1981). Ohnishi, Offord 
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e Dyck (1974) analisaram o efeito da duração da fixação do glutaraldeído à 2% após 

1 ou 12 horas de fixação em nervos fibulares (ramo do nervo isquiático). Não foram 

encontradas diferenças significativas em relação aos parâmetros morfométricos (área 

fascicular, número de lamelas de mielina, área da fibra mielínica), comprovando a 

eficácia do procedimento (OHNISHI; OFFORD; DYCK, 1974). Além disso, estudos 

imunohistoquímicos voltados a tecidos periféricos evidenciaram similaridades em 

relação aos fixadores utilizados. Grube (1980) através do uso de novos marcadores 

fluorescentes associado com 3’3 DAB e peroxidase (PAP) testou distintos fixadores 

(paraformoldeído + ácido pícrico, paraformoldeído+ glutaraldeído e glutaraldeído 

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 localização da atividade 

enzimática (DAB + peroxidase) não difere dos tecidos submetidos a diferentes 

agentes fixadores como o glutaraldeído puro (5%) ou misturas de formoldeído (4%) + 

glutaraldeído (5%) quando examinados por microscopia de luz e eletrônica (GRAHAM; 

KARNOVSKY, 1966). Vale ressaltar que a distribuição da SP em fibras amielínicas e 

de pequeno diâmetro A-delta, visualizadas neste estudo, foram similares às 

descrições imunohistoquímicas discutidas anteriormente, no qual não foi adicionado 

o fixador glutaraldeído (KNIGHT et al., 1987; LAWSON et al., 1993; MCCARTHY; 

LAWSON, 1989). De forma equivalente, a localização da CAT, mostrou alta 

similaridade com estudos onde o glutaraldeído foi aplicado como fixador primário 

(GOTTSCHALL, 1981). 

Com relação ao método LSAB empregado neste estudo, Ramos-Vara (2005) 

descreve que o supracitado teste, apresenta uma maior sensibilidade em relação à 

técnica ABC, podendo identificar pequenas quantidades de antígenos (RAMOS-

VARA, 2005). De acordo com Nakane e Pierce (1967) a conjugação de enzimas e 

anticorpos não limita a atividade enzimática e imunológica do tecido, podendo ser 

aplicado tanto a nível de microscopia de luz quanto eletrônica devido a sua 

especificidade em marcar o local da ligação antígeno-anticorpo (NAKANE; PIERCE, 

1967). No que se refere ao método de fixação, Fix e Garman (2000) relata que a 

utilização da imersão direta de tecidos nervosos em solução fixadora à base de 

aldeídos (glutaraldeído, formoldeído) é um método bastante usual. Todavia é 

preferível a perfusão sistêmica para a lavagem e fixação do leito vascular (FIX; 
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GARMAN, 2000). Kasukurthi et al. (2009) avaliaram a preservação do nervo isquiático 

comparando estas duas técnicas, a de perfusão e a de imersão. Contudo, não foram 

encontradas variações qualitativas ou quantitativas entre os dois métodos. Embora a 

perfusão seja considerada o padrão-ouro, a fixação por imersão é realizada mais 

facilmente, exige uma menor quantidade de fixador e minimiza o tempo de operação 

(KASUKURTHI et al., 2009). O referido estudo através de altas concentrações de 

glutaraldeído puro e da fixação por imersão, mostrou-se eficaz na preservação 

tecidual, garantindo uma boa integridade celular e química das fibras motoras e 

sensoriais por meio de processos imunohistoquímicos. 

Atualmente, o glutaraldeído é aplicado extensivamente apenas em análises 

ultraestruturais (microscopia eletrônica) seguido de pós fixação com tetróxido de 

ósmio (FAZAN et al., 2009; HOPWOOD, 1972; HOPWOOD; CALLEN; MCCABE, 

1970; WEBSTER; COLLINS, 1964) ou através de misturas contendo paraformoldeído 

e glutaraldeído (ABRAHÃO et al., 2004). A microscopia eletrônica é ainda hoje um 

método extremamente dispendioso, que demanda tempo e mão de obra 

especializada. O estabelecimento de técnicas imunoenzimáticas de baixo custo, com 

boa especificidade e sensibilidade através da técnica de microscopia de luz é de 

considerável importância. A somatória destes fatos reforçam a veracidade e 

reprodutibilidade de nossos achados imunohistoquímicos, inserindo o glutaraldeído 

como um fixador primário em estudos voltados para a microscopia de luz convencional 

aplicados em nervos periféricos.  

 

 

 Neurotransmissores 

 

 Substância P 

 

Os achados qualitativos oriundos da padronização imunohistoquímica em nervos 

frênicos possibilitou a identificação de axônios mielínicos e amielínicos em vias 

motoras e sensoriais (aferentes e eferentes), comprovando a eficácia da técnica e da 

utilização do glutaraldeído como fixador primário em nervos periféricos. 

Em relação aos aspectos morfológicos macro e microscópicos, o nervo frênico 

consiste de três 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 são interconectadas por junções firmes “tight 

junctions”. O endoneuro é a terceira camada e também a mais interna, sendo 

composto basicamente de fibras colágenas orientadas longitudinalmente que 

preenchem grande parte do espaço entre os axônios mielínicos e amielínicos no 

interior do perineuro (FAZAN et al., 2009; LANGFORD; SCHMIDT, 1983). Os axônios 

das fibras mielínicas apresentam-se envolvidos por uma bainha de mielina típica, 

regular e de aspecto compacto. Esta bainha é formada por múltiplas camadas 

compactas de membranas plasmáticas lipídicas que atuam na transmissão do impulso 

nervoso saltatório, garantindo uma condução nervosa rápida (NAVE; WERNER, 2014; 

QUARLES; MACKLIN; MORELL, 2006). O aspecto desarranjado de algumas bainhas 

de mielina é interpretado como artefato de processamento. É sabidamente 

reconhecido que fibras mielínicas de grande diâmetro apresentam proporcionalmente 

bainhas de mielina mais espessas do que as fibras de pequeno diâmetro (FRAHER, 

1992). Essa diferença pode ser constatada comparando as fibras mielínicas de grande 

calibre com as de menor, onde os axônios com pequeno diâmetro são envolvidos por 

uma bainha de mielina fina e axônios maiores com bainha de mielina espessa. Alguns 

fascículos do nervo frênico apresentaram um único vaso capilar no espaço 

endoneural, consistindo de endotélio, lâmina basal e pericitos, e com uma localização 

mais central. No entanto, este número pode ser variável. 

Os principais componentes dos nervos frênicos que foram processados 

congelados não diferiram de outros nervos, apresentando axônios mielínicos e 

amielinícos, células de Schwann que envolvem os axônios, bainha de mielina, 

axoplasma, epineuro, perineuro, endoneuro, vasos sanguíneos (eritrócitos), sendo 

estes circundados por tecido conjuntivo e fibras de colágeno. Todos estes aspectos 

macroscópicos puderam ser contemplados através da microscopia de luz. E tais 

características já foram descritas anteriormente (FAZAN et al., 2009; RODRIGUES 

FILHO; FAZAN, 2006). Nos cortes de todos os nervos estudados são observadas 

fibras de aspecto normal dentro dos fascículos. Estas observações qualitativas 

possilibilitaram a identificação da SP em aferências nervosas, que se estende ao 

longo de todo axônio, demonstrando a eficácia do glutaraldeído na preservação 

morfológica de nervos periféricos (FAZAN et al., 2009; RODRIGUES FILHO; FAZAN, 

2006).   
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Com relação aos achados imunohistoquímicos, a presença de 

imunorreatividade à SP pôde ser visualizada de forma condensada em várias áreas 

dispersas por todo o endoneuro, sendo identificada predominantemente próximo ao 

perineuro dos nervos frênicos, região esta que contém grupos de fibras amielínicas  

(tipo C) e de fibras de pequeno diâmetro A–delta, corroborando com a localização 

relatada em estudos morfológicos e ultraestruturais de ratos (FAZAN et al., 2009; 

RODRIGUES et al., 2011). Embora os conjuntos ou feixes de fibras amielínicas não 

possam ser visualizadas claramente através da microscopia de luz convencional, a 

SP é descrita como sendo o neurotransmissor primário de neurônios sensoriais 

(axônios amielínicos) e fibras de pequeno diâmetro (mielínicas finas) (CARLTON; 

ZHOU; COGGESHALL, 1996; HÖKFELT et al., 1975; LAWSON et al., 1993; LEEMAN; 

GAMSE, 1981; LEMBECK; GAMSE, 1982; MCCARTHY; LAWSON, 1989; WHITE, 

1997). Estas fibras aferentes transmitem informações somatossensoriais do SNP ao 

SNC, a fim de ser processada e interpretada centralmente. Todavia, para uma 

visualização precisa destes conjuntos de fibras amielínicas os microscópios 

eletrônicos de transmissão ou de varredura poderão ser utilizados, possibilitando com 

isso a observação direta de aspectos ultraestruturais das fibras (FAZAN et al., 2009).  

O nervo frênico e os demais nervos periféricos possuem basicamente 4 tipos 

de fibras A (alfa, beta, gama e delta, mielínicas) e fibras do tipo C (amielínicas) 

(LANGFORD; SCHMIDT, 1983; LI; BAK, 1976; WHITWAM, 1976). Distintamente, 

alguns autores classificam em 3 classes: A (fortemente mielinizadas) B (menos 

mielinizadas) e C (amielínicas) (GARTNER; HIATT, 2007). Hoitsma et al. (2004) 

descreve uma categorização baseada no tamanho, fibras mielínicas de grande 

diâmetro (A-alfa e beta), médio (A-gama), pequeno (A-delta) e amielínicas (C) 

(HOITSMA et al., 2004). As fibras A-alfa são responsáveis pela contração dos 

músculos esqueléticos e pela propriocepção enquanto que as fibras A-beta 

transmitem informações relacionadas às sensações de toque. As fibras A-gama, por 

sua vez, carregam funções motoras para os fusos musculares (HOITSMA et al., 2004; 

LI; BAK, 1976). Estudos envolvendo a identificação ou quantificação de 

neurotransmissores em nervos periféricos são escassos e pobremente 

compreendidos. No entanto, alguns autores vêm investigando a SP em distintos 

nervos de composição mista. Yaksh et al. (1980) descreveram que após a estimulação 

elétrica bilateral do nervo isquiático de gatos aumentou a liberação 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 expressão insignificante (LEEMAN; GAMSE, 1981; YAKSH et al., 

1980). Além disso, a distribuição de axônios imunopositivos à SP têm sido descrito 

em aferências primárias de pequeno diâmetro em nervos intra-renais de ratos, que 

projeta a informação para a medula espinhal e depois para o tronco encefálico 

(KNIGHT et al., 1987). Essas fibras nociceptivas do tipo C e as fibras de pequeno 

diâmetro (A-delta, mielínicas finas) que contém a SP, podem atuar transmitindo a 

sensação de dor e temperatura, bem como de funções autonômicas (HOITSMA et al., 

2004). De acordo com Malthe-Sørenssen e Øktedalen (1982) a SP é conduzida 

através do nervo frênico por meio do transporte axonal rápido (MALTHE-

SØRENSSEN; ØKTEDALEN, 1982). No entanto, neste trabalho não foi possível 

observar imunorreatividade positiva em fibras de grande diâmetro (A-alfa e A-beta ou 

A-gama) para este neurotransmissor. Adicionalmente, estudos fisiológicos e 

imunohistoquímicos verificaram a positividade para SP em gânglios da raiz dorsal (L4) 

de ratas Wistar fêmeas. No entanto, a SP foi identificada em apenas 50% dos 

neurônios pequenos (fibras C), em 10-20% dos neurônios médios (fibras A-delta) e 

0% em neurônios grandes (fibras A-alfa e beta) (LAWSON et al., 1993; MCCARTHY; 

LAWSON, 1989).  

Nas últimas décadas, houve um crescente interesse na SP, visto que, este 

neuropeptídeo encontra-se localizado em áreas cerebrais envolvidas no controle 

cardiovascular. Estudos vêm relatando sobre a possível participação da SP na 

modulação do sistema nervoso autônomo simpático e parassimpático, uma vez que 

esta substância encontra-se em centros responsáveis por ativações e/ou inibições 

destes mecanismos em diversas espécies animais, sendo este neuropeptídeo 

localizado no núcleo do trato solitário (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), núcleo ambíguo (AGARWAL; CALARESU, 

1991; NAKAYA et al., 1994; RIBEIRO DA SILVA; HÖKFELT, 2000), nervo vago 

(GAMSE; LEMBECK; CUELLO, 1979; BRIMIJOIN et al., 1980; VON EULER, 1963) e 

nervo do seio carótico (JACOBOWITZ; HELKE, 1979). O NTS é uma região rica em 

terminais nervosos contendo a SP e receptores NK1, cuja inervação advém de fibras 
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aferentes primárias do nervo vago e glossofaríngeo (GILLIS et al., 1980; HELKE; 

O´DONOHUE; JACOBOWITZ, 1980; MAZZONE; GERAGHTY, 1999). De fato, 

microinjeções da substância P no NTS acarretam queda da PA e redução da 

freqüência cardíaca (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 hipotensão, bradicardia e apnéia. 

Além disso a administração de antagonistas à SP aboliram respostas 

cardiovasculares (KUBO; KIHARA, 1987). Similarmente, Hall, Miley e Stewart (1989) 

observaram queda na PA e na frequência cardíaca após injeção da SP em regiões 

consideradas barorreceptoras (HALL; MILEY; STEWART, 1989).  

Inúmeros estudos relataram os efeitos da injeção da SP no NTS atuando sobre 

a inibição da atividade simpática e acentuada ativação vagal (HAEUSLER; 

OSTERWALDER, 1980; HALL; MILEY; STEWART, 1989; KUBO; KIHARA, 1987; 

LOREZ; HAEUSLER; AEPPLI, 1983; LUKOVIC; DE JONG; DE WIED, 1987). Contudo 

divergências 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 utilização de diferentes 

anestésicos (MISTROVA; KRUZLIAK; CHOTTOVA DVORAKOVA, 2015). No entanto 

microinjeções da SP têm promovido um aumento da sensibilidade da resposta reflexa 

bradicárdica via NTS (CHAN; BARNES; CHAN, 1990; SEAGARD; DEAN; HOPP, 

2000).  

Em contrapartida, Gilbey, McKenna e Schramm (1983) verificaram que a injeção 

de SP em neurônios pré-ganglionares simpáticos localizados na medula torácica de 

ratos ocasionou a despolarização de neurônios da coluna dorsal da medula espinhal, 

aumentando com isso a descarga simpática (GILBEY; MCKENNA; SCHRAMM, 1983). 

Estes resultados indicam que a SP pode ser um transmissor excitatório ou modulador, 

elevando a atividade simpática (HELKE; CHARLTON; KEELER, 1985).  

No SNP diversas regiões contendo a SP foram investigadas através da técnica 

de imunohistoquímica ou traçadores neuronais, principalmente aquelas associadas ao 

trajeto de aferências barorreceptoras. Helke, O´Donohue e Jacobowitz (1980) 

visualizaram a SP em discretas fibras na túnica adventícia do arco aórtico e da região 
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do seio carotíco de ratos. Adicionalmente, corpos celulares imunorreativos à SP 

também foram encontrados na porção rostral do gânglio nodoso através da marcação 

axonal retrógrada com true blue (HELKE; GOLDMAN; JACOBOWITZ, 1980; HELKE; 

O´DONOHUE; JACOBOWITZ, 1980) e gânglio petroso (HELKE; NIEDERER, 1990). 

Adicionalmente, Helke, O´Donohue e Jacobowitz (1980) descreveram que a remoção 

uni-lateral do gânglio nodoso reduziu a quantidade da SP em porções do NTS 

sabidamente reconhecidas como barorreceptoras e quimiorreceptoras (NTS 

intermediária e NTS caudal), respectivamente (HELKE; O´DONOHUE; 

JACOBOWITZ, 1980). Vale ressaltar que em todos os experimentos 

imunohistoquímicos supracitados foram utilizados paraformoldeído em distintas 

concentrações, “puros” ou associados com baixíssimas concentrações de 

glutaraldeído, sendo esta última condição considerada rara. Por fim, a presença da 

SP em todos os níveis do arco barorreflexo, sugere que este peptídeo apresente um 

papel modulatório no controle barorreflexo da pressão sanguínea (HELKE; 

SEAGARD, 2004; SEAGARD; DEAN; HOOP, 2000). 

Estes fatos apresentados mostram que até o presente momento, o mecanismo 

de sinalização da SP bem como sua participação na regulação reflexa da pressão 

sanguínea ainda precisa ser compreendido.  

 

 

 Colina acetiltransferase  

 

A imunorreatividade para CAT foi intensamente evidenciada no interior das fibras 

mielínicas de pequeno, médio e grande diâmetro, preenchendo praticamente todo o 

espaço endoneural dos nervos frênicos, exceto os conjuntos de fibras amielínicas (tipo 

C). De forma semelhante à SP, investigações imunohistoquímicas envolvendo a 

neurotransmissão colinérgica periférica são escassas, e descrições 

imunohistoquímicas em nervos periféricos são praticamente inexistentes. Estes 

achados fornecem subsídios que comprovam a eficácia da técnica na imunomarcação 

de nervos periféricos, sendo capaz de reconhecer distintas fibras motoras e 

sensoriais, revelando desta forma os axônios 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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desnervação crônica de nervos frênicos ocasionam uma redução na liberação da 

enzima CAT e torna a acetilcolina praticamente indetectável, sugerindo que há um 

acúmulo destas substâncias em terminações nervosas (HEBB; KRNJEVIC; SILVER, 

1964). Similarmente, Gottschall (1981) identificou a enzima acetilcolinesterase em 

fibras mielínicas motoras do tipo A (alfa e gama), exibindo uma imunopositividade de 

71% nesta classe de axônios, sendo esta bastante evidente no interior das fibras 

mielínicas (axoplasma). Contrariamente, as fibras sensoriais mostraram-se 

negativamente imunomarcadas (29%) (GOTTSCHALL, 1981). Graham et al. (2007) 

identificaram à CAT em axônios de grande, médio e pequeno diâmetro a partir de 

nervos isquiáticos de ratos Sprague-Dawley, fixados com paraformoldeído a 4%, 

diluído em tampão fosfato a 0,1M, pH 7,2 (GRAHAM et al., 2007). Embora os autores 

tenham optado por um fixador usual e rotineiro de práticas laboratoriais, estes 

resultados se assemelham aos nossos dados, confirmando a consistência e 

veracidade das informações apresentadas. 

Como esperado, a presença de CAT no nervo frênico indica que o 

neurotransmissor acetilcolina seja produzido no neuroplasma (citoplasma da célula 

nervosa) e que atue sobre junções neuromusculares participando do controle motor 

do músculo diafragma.  

 

 

 Nervo depressor aórtico  

 

As análises fisiológicas revelaram discretas alterações nos índices sistólicos e 

diastólicos de ambos os grupos investigados. Todavia esta condição não é 

classificada como patológica, uma vez que os animais estão sob a influência de 

anestésicos. O pentobarbital, anestésico utilizado neste estudo, é amplamente aceito 

na prática clínica e laboratorial, sendo de baixo custo e de rápido efeito. No entanto, 

pode promover efeitos variáveis no sistema cardiovascular, dependendo da dose, 

espécie e estado volêmico. Investigadores relataram que o pentobarbital não deprime 

tão 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 após a aplicação 

do anestésico e demoraram para adormecer (6-7 min) em comparação àqueles 
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submetidos a cetamina e xilazina (2-3 min) (ERHARDT et al., 1984). Folle e Levesque 

(1976) reportaram aumento da pressão arterial em ratos (FOLLE; LEVESQUE, 1976). 

Tuma et al. (1985) verificaram que ratos fêmeas (N=344, 12 meses de idade), 

submetidas ao referido anestésico tiveram uma elevação da pressão arterial média 

(130 mmHg) quando comparadas aos ratos acordados (114 mmHg) (TUMA et al., 

1985). Por outro lado, Wixson et al. (1987) não relataram alterações significativas na 

frequência cardíaca 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 relação aos aspectos morfológicos, o referido nervo apresentou 

características morfológicas semelhantes áquelas descritas por Fazan, Salgado e 

Barreira (1997) e Fazan et al. (1999), sendo composto por axônios mielinícos e 

amielínicos, núcleo de células de Schwann, fibras de colágeno no perineuro e 

endoneuro, pequenos e grandes vasos sanguíneos endoneurais, perineurais e 

epineurais. O NDA é rodeado por uma camada espessa de tecido conjuntivo frouxo, 

o epineuro. O epineuro reveste a parte exterior do nervo, e contém vasos, tecido 

gorduroso e fibroso e células típicas do tecido conjuntivo. O perineuro, camadas de 

células achatadas justapostas, aparece envolvendo todo o fascículo nervoso (FAZAN 

et al., 1999; FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 1997). Os barorreceptores 

cardiovasculares aórticos estão conectados ao SNC pelos axônios mielínicos e 

amielínicos que compõem o NDA esquerdo. 

Diversas descrições morfológicas relataram que os nervos depressores 

aórticos de ratos são constituídos aproximadamente por 80% de fibras amielínicas 

(tipo C) e 20% por fibras mielínicas (tipo A), numa relação de 4:1 (FAZAN; SALGADO; 

BARREIRA, 2001). Complementarmente Fazan, Salgado e Barreira (1997) 

constataram que 81% e 83% das fibras nervosas são compostas de axônios 

amielínicos em segmentos proximais e distais de ratos machos Wistar, 

respectivamente. Embora os cortes transversais do NDA tenham ilustrado um 

prevalente número de fibras mielínicas de pequeno, médio e grande calibre (alfa, beta 

e gama) em segmentos proximais, a literatura vigente descreve que o NDA apresenta 

grandes proporções de fibras amielínicas ~80-90% em ambos os segmentos, sendo 

os clusters de fibras amielínicas mais visíveis distalmente (ANDRESEN; KRAUHS; 

BROWN, 1978; FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 1997). Corroborando com as 



Discussão                                                                                                                  77 
 

 

 
Carolina da Silva Carvalho                                                          Tese de Doutorado 

descrições morfológicas, estudos eletrofisiológicos descreveram que fibras 

amielínicas do NDA mostram uma lenta velocidade de condução de 0.6-2 m/s e um 

diâmetro de 0,25-0,9 µm, enquanto que as fibras do tipo A-delta mostraram valores 

em torno de 3-12 m/s. Já as fibras mielínicas de grande diâmetro (1,5-6,5 µm), 

consideradas fibras de condução rápida do barorreflexo, tiveram velocidades de 10, 

20 e 25 m/s (BROWN; SAUM; TULEY, 1976). Similarmente, Fan e Andresen (1998) 

mostraram que fibras mielínicas conduzem numa faixa de 10m/s e fibras amielínicas 

0.5m/s (FAN; ANDRESEN, 1998).  

Os parâmetros da área fascicular do NDA de ratos machos mostraram valores 

superiores quando comparados as fêmeas. Rodrigues et al. (2011) demonstraram que 

as áreas fasciculares dos nervos frênicos de ratos machos foram maiores em relação 

as fêmeas de duas distintas linhagens (Wistar-Kyoto e espontanemanente hipertenso) 

(RODRIGUES et al., 2011). Comparações entre o NDA de camundongos e ratos 

mostraram que diferenças morfométricas ocorrem devido ao tamanho do animal, 

sugerindo que componentes neuronais acompanham tais adaptações (DA SILVA 

CARVALHO et al., 2014). Em contrapartida, estes valores fasciculares diferem de 

estudos morfométricos e morfológicos descritos na literatura. Oliveira et al. (2013) 

mostraram fascículos do NDA em torno de 1,673 um2  para ratos Wistar machos 

pesando 180-200g (OLIVEIRA et al., 2013). Da Silva Carvalho et al. (2014) divulgaram 

valores de 1,024 um2 para ratos Wistar machos, com peso médio de 295g (DA SILVA 

CARVALHO et al., 2014).  Fazan et al. (1999) encontraram valores de área de 1,92-

1,94 um2 em ratos fêmeas Wistar-Kyoto com peso variando de 250 a 400g (FAZAN et 

al., 1999). Estas variações podem ser decorrentes da diferença do tamanho do animal, 

bem como de diferenças metodológicas aplicadas. De fato, divergências eram 

esperadas, pois em análises morfométricas a amostra é submetida a um complexo 

processo de desidratação, fixação, inclusão em resinas especiais, e polimerização 

(~72 horas) a fim de garantir um grau de rigidez suficiente para permitir a realização 

de cortes ultrafinos (DA SILVA; JORDÃO; FAZAN, 2007; JORTNER, 2011). Fato este 

que pode ter promovido alterações dos parâmetros morfométricos previamente 

discutidos. 

Os achados imunohistoquímicos mostraram que a SP foi identificada em fibras 

amielínicas do tipo C e provavéis fibras mielínicas finas de pequeno diâmetro do tipo 

A-delta de forma bastante pontualizada à nível proximal e de forma intensificada e 
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amplamente distribuída distalmente nestas classes de fibras nervosas. Estas 

constatações sugerem a existência de subpopulações de fibras amielínicas 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 padrões de descarga 

neuronal em fibras do tipo C, sendo a primeira regular e a segunda irregular 

(THÓREN; ANDRESEN; BROWN, 1983; THÓREN; SAUM; BROWN, 1977). Acredita-

se que estas fibras barorreceptoras do tipo C afetam a atividade simpática (AKRE; 

AARS, 1977), mas a localização de terminais de axônios simpáticos no arco aórtico é 

desconhecido. Atualmente não há evidências estruturais que confirmem os dois tipos 

de fibras amielínicas, no entanto fibras de diferentes tamanhos foram observadas 

(KRAUHS, 1979).  

Em meados da década de 70, dois distintos autores sugeriram que axônios 

amielínicos do NDA com descargas irregulares desempenham um importante papel 

no controle da pressão sanguínea, exercendo um efeito inibitório sobre os centros 

vasomotores principalmente em casos de elevação da pressão arterial (KARDON; 

PETERSON; BISHOP, 1975; THORÉN; SAUM; BROWN, 1977). Turner et al. (2014) 

através de análises eletrofisiológicas descreveram que as fibras amielínicas do tipo C 

em nervos depressores proporcionam reduções na atividade do sistema nervoso 

simpático e na pressão arterial quando comparadas as fibras do tipo A (mielínicas). 

Além disso, afirma que a redução da pressão arterial após a estimulação elétrica em 

aferências barorreceptoras são mediadas através da ativação de fibras do tipo C 

(TURNER et al., 2014). Segundo Kardon, Peterson e Bishop (1975) pequenas 

alterações na pressão sanguínea ativam fibras mielínicas (tipo A) resultando em 

variações recíprocas na atividade vagal e eferente simpática. Em contrapartida, 

apenas aumentos significativos da PA ativariam as fibras aferentes do tipo C 

produzindo efeitos na frequência cardíaca via eferências vagais do NDA (KARDON; 

PETERSON; BISHOP, 1975). Além disso, os barorreceptores aórticos se tornam 

relativamente inativos quando a PA está abaixo de seu limite de normalidade, 

sugerindo que este atue como um possível mecanismo anti-hipertensivo (OBERG, 

1981; PELLETIER; SHEPHERD, 1973; TURNER et al., 2014). Turner et al. (2015) 

salienta que as fibras amielínicas são criticamente importantes na promoção de 

inibição do SNA e redução da pressão arterial em casos de elevação da pressão 

sanguínea (TURNER et al., 2015).  
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Como esperado, as fibras mielínicas de grande, médio e pequeno diâmetro não 

foram imunomarcadas no NDA, uma vez que a substância P não se encontra nesta 

classe de fibras nervosas. Por fim, as análises quantitativas, não apresentaram 

variações significativas entre os gêneros. Fato este, que pode ser justificado pela 

utilização de secções de ambos os segmentos proximais e distais durante o processo 

de quantificação do supracitado nervo, o que acarretou em grande variabilidade intra 

e inter-grupo. Até o presente momento, não há parâmetros literários que se possa 

correlacionar com os nossos achados, uma vez que, investigações 

imunohistoquímicas em aferências barorreceptoras aórticas são inexistentes. A 

primeira e provavelmente única descrição envolvendo a identificação 

imunohistoquímica de aferências quimiorreceptoras foi realizada por Jacobowitz e 

Helke (1979), onde foi identificado a SP em nervos do seio carótico e nos corpos 

caróticos de ratos. Adicionalmente, os autores inferem que a presença da SP em 

corpos caróticos não implica que toda a população de fibras aferentes contenham 

exclusivamente o peptídeo (JACOBOWITZ; HELKE, 1979). 

Espera-se que a identificação da SP no nervo depressor aórtico sirva de gatilho 

para que futuras pesquisas envolvendo a liberação de neurotransmissores em 

aferências barorreceptoras sejam explorados. Fato este, que contribuirá para a 

agregação de informações pertinentes à modulação ou transmissão da informação 

neural, propiciando desta forma melhor entendimento da comunicação e atividades 

barorreflexas associadas a mecanismos cardiovasculares.  
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 CONCLUSÃO 

 

 

A utilização de altas concentrações de glutaraldeído e da fixação por imersão em 

nervos congelados, mostrou-se eficaz na preservação da imunorreatividade para 

neuropeptídeos (SP) e marcadores colinérgicos (CAT) em nervos periféricos 

garantindo uma boa integridade celular e química das fibras motoras e sensoriais para 

investigação por meio de processos imunohistoquímicos.  

Esta é a primeira identificação morfológica da presença de substância P em 

nervos depressores aórticos, confirmando inúmeras suposições de que a SP atue 

como um dos neurotransmissores de aferências barorreceptoras, participando do 

centro de integração do controle cardiovascular. Diferenças entre gêneros não foram 

observadas nesta primeira análise.  
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