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RESUMO

HABACUQUE, T. S. S. Aspectos estruturas, ultraestruturais e quantitativ 0S
dos efeitos da desnutricdo protéica pré e pés-natal e da renutricdo pos-
natal no plexo ganglionar da traquéia de ratos . 2010. 141 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias Morfofuncionais) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2011.

A desnutricao é responsavel pela metade das 11 milhdes de criancas abaixo de
5 anos de idade que falecem todo ano por causas evitaveis nos paises em
desenvolvimento. Sabe-se que a desnutricdo é fator determinante para
instalacdo de doencas do sistema respiratorio e que altera varios componentes
do sistema nervoso de diversos plexos. Na presente pesquisa avaliou-se 0s
efeitos da desnutricdo protéica pré e pds-natal e renutricdo pos-natal no plexo
ganglionar da traquéia de ratos. Foram utilizados filhotes machos separados
nos seguintes grupos: nutridos (N) com 20% de caseina (protéica), desnutridos
(D) com 5% de caseina (hipoprotéica) e renutridos (R) que receberam racéo
hipoprotéica até o 21° dia, passando a receber dieta normoprotéica até
completarem os 42 dias. Os espécimes foram avaliados por meio de técnicas
histoquimicas (Nicotinamida adenina dinucleotideo diaforase, NADH-d;
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato diaforase, NADPH-d; e
Acetilcolinesterase, AChE; n=45), técnicas imuno-histoquimicas (Substancia P,
SP; e Peptideo Intestinal Vasoativo, VIP; n= 18) e microscopia eletrénica de
varredura (MEV; n=9). O peso corporal do grupo N foi maior que dos grupos D
e R, entre estes o peso do grupo R foi maior (p<0,05), 0 mesmo ocorreu com o
peso traqueal, todavia a razdo peso traqueal/peso corporal apresentou-se
menor para o grupo R (p<0,05). Destaca-se a fraca reatividade a AChE e ao
VIP dos neurdnios do grupo D. Nao houve diferenca entre os grupos estudados
com relacdo ao numero de neurdnios e ganglios reativos a NADH-d e NADPH-
d (p>0,05). O numero de neurbnios por ganglio reativos a NADH-d do grupo D
foi maior que no grupo R (p<0,05), sem haver diferenga com o grupo N. A &rea
do perfil neuronal foi maior nos animais nutridos quando comparado com 0s
grupos D e R reativos a NADH-d e NADPH-d (p<0,05). Os ganglios do grupo N
reativos a NADH-d apresentaram-se maiores que aqueles dos grupos D e R
(p<0,05), entretanto ndo houve diferenca entre os grupos (N, D e R) quando
comparada a area do perfil dos ganglios reativos a NADPH-d. Foi verificada
uma distribuicdo heterogénea dos componentes do plexo traqueal, de modo
que na metade toracica da traquéia havia cerca de 80% dos neurbnios e
ganglios reativos a NADH-d e NADPH-d. N&o foi possivel observar diferenca
da area média do perfil dos neurdnios reativos a NADH-d entre as metades
toracica e cervical da traquéia, porém quando comparado o perfil dos ganglios
reativos NADH-d foi encontrado maior média do perfil na metade toracica
(p<0,05). Para os neurdnios e ganglios reativos a NADPH-d, a maior média do
perfil foi encontrada na metade toracica da traquéia (p<0,05). A desnutricdo
protéica alterou o desenvolvimento dos animais e de componentes do plexo
traqueal, e a renutricdo foi responsavel pela recuperacdo parcial de alguns
aspectos.

Palavras-chave : Traqueia. Desnutrigao. Morfometria. Renutrigc&o.
Ultraestrutura.



ABSTRACT

HABACUQUE, T. S. S. Structural, ultrastructural and quantitative aspect s
from pre and postnatal protein deprivation and post natal refeeding effects
on ganglioned trachea plexus of the rats. 2010. 141 p. Master thesis.
(Morphofunctional Sciences) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de S&o Paulo, S&o Paulo, 2011.

Malnutrition is responsible for half of the 11 million children under age 5 who die
every year from preventable causes in developing countries. It is known that
malnutrition is a determinant factor for plant diseases of the respiratory system
and amending various parts of the nervous system of various plexuses. In the
present study evaluated the effects of protein malnutrition pre and postnatal and
postnatal renutrition ganglionic plexus of the trachea of rats. We used male
pups separated into the following groups: nourished (N) with 20% casein
(normal protein), undernourished (UN) with 5% casein (low protein) and
renourish (R) receiving low protein diet until day 21, becoming receiving normal
diet until they reached 42 days. The specimens were evaluated by
histochemical techniques (nicotinamide adenine dinucleotide diaphorase,
NADH-d; nicotinamide adenine dinucleotide phosphate diaphorase, NADPH-d;
and acetylcholinesterase, AChE; n=45), immunohistochemical techniques
(Substance P, SP; and Vasoactive Intestinal Peptide, VIP; n=18) and scanning
electron microscopy (SEM; n=9). Body weight was higher in group N than in
groups UN and R, among them the weight of the R group was higher (p<0.05),
the same happened to the tracheal weight, however the reason tracheal
weight/body weight is lower for the R group (p<0.05). We highlight the weak
reactivity to AChE and VIP neurons in group UN. There was no difference
between groups regarding the number of neurons and ganglia of reactive
NADH-d and NADPH-d (p> 0.05). The number of ganglion neurons by NADH-d
reactive to group UN was higher than in group R (p <0.05), with no differences
with the group N. The area of neuronal profile was higher in fed animals when
compared with groups UN and R reactive to NADH-d and NADPH-d (p <0.05).
The ganglia of the N group reactive NADH-d were higher than those in groups
UN and R (p <0.05), although there was no difference between groups (N, UN
and R) compared to the profile area of ganglia reactive to NADPH-d. It was
observed a heterogeneous distribution of components of the tracheal plexus, so
that half of the thoracic trachea was about 80% of neurons and ganglia of
reactive NADH-d and NADPH-d. No difference was found in the area of the
average profile of reactive NADH-d between the halves of the thoracic and
cervical trachea, but when comparing the profile of reactive NADH-d ganglia
was found higher mean profile in the thoracic half (p <0.05). For ganglia
neurons and reactive to NADPH-d, the highest profile was found in half of the
thoracic trachea (p <0.05). Protein malnutrition altered the development of
animals and parts of the tracheal plexus, and renutrition was responsible for the
partial recovery of some aspects.

Key words : Trachea. Undernutrition. Morphometry. Refeeding. Ultrastructure.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Estante vertical de manutencéo tradicional de gaiolas plasticas .....47

Figura 2 - Representacdo esquematica da formacao dos grupos experimentais

Figura 3 - Monitoramento dos animais. A - Estante vertical com 12 gaiolas
metabdlicas. B - Gaiola metabdlica, com seus diversos reservatorios: garrafa
de acondicionamento de agua (seta vermelha), recipiente de armazenamento e
verificagdo de desperdicio de ragdo (seta amarela), tubo coletor de agua
desperdicada (seta verde), tubo coletor de fezes (seta azul) e tubo coletor de

0L o (ST= r= T (0 ) RS 51

Figura 4 - Comprimento dos animais de todos os grupos (N, D e R) ............... 60

Figura 5 - Comparacao grafica do peso corporal dos animais de todos os
ruPOS (N, D € R) (g) ooeeeeeeeeeieeiiiiieieitiit ettt e e e e e e eees 61

Figura 6 - Representacdo grafica do peso traqueal dos animais de todos os
o L0 o TO IS (A B B I =T ) I (o ) I 61

Figura 7 - Comparacao grafica da porcentagem de peso traqueal em razdo ao

peso corporal dos animais de todos 0s grupos (N, D e R) (%) ....oevvvvvvvvvvnnnnnn. 61

Figura 8 - Caracteristicas gerais do plexo traqueal de ratos. A - Vista posterior
da traguéia e dos brénquios principais. A seta indica o nervo laringeo
recorrente. B - Troncos longitudinais exibindo ganglios ao longo do seu trajeto
(setas). C-E - Ganglios de diferentes formatos e tamanhos, com quantidade
variavel de neurdnios. (A - NADH-d; B-E - AChE). (Barras de calibracéo: A -
500 pm; B, C, E - 100 pm; D = 50 M) oiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e e eeee e e eeeeeeeeeenneens 64

Figura 9 - Caracteristicas gerais do plexo traqueal de ratos. A - Troncos

nervosos principais (T) de trajeto longitudinal cujas ramificacbes assumem



direcéo obliqua ou transversal em relacdo ao longo eixo da traquéia, formando
uma rede de malhas irregulares (setas longas). Notar os ganglios dispostos ao
longo dos feixes (setas curtas). B - Regido de bifurcacdo da traquéia em
brénquios principais onde se observa a continuidade dos feixes nervosos
principais do plexo traqueal, bem como dos ganglios e da malha (T - traquéia;
P - brénquios principais). C - Continuidade da inervacao nos bronquios lobares,
com feixes e ganglios colinérgicos. No detalhe, fibras colinérgicas entre os

anéis cartilagineos (seta). (A-C - AChE). (Barras de calibracdo: A-C - 200 um)

Figura 10 - Caracteristicas gerais do plexo traqueal de ratos. A, B, D -
Observar a variedade de formatos dos ganglios relativos a quantidade de
neurénios no seu interior. C - Neurdnios contidos no interior dos feixes
nervosos. Observar, em destaque, dois neurGnios e seus prolongamentos
intensamente reativos. (A-D - AChE). (Barras de calibragéo: A, B, D, C" - 20
8T TR O 1 0 N ¥ 1 1 ) 66

Figura 11 - Caracteristicas gerais do plexo traqueal evidenciado pela técnica da
NADH-d do Grupo N. A - Ganglio alongado constituido por duas fileiras de
neurdnios de diferentes tamanhos e formatos. Notar os feixes de fibras
nervosas (setas) paralelas ao ganglio e um tronco nervoso principal (cabecas
de seta). B - Ganglio contendo neurdnios pequenos (p), médios (m) e grandes
(9). C, D - Géanglios arredondados com poucos neurfnios e grande quantidade
de células satélites preenchendo o espaco entre os neurénios (circulo). (Barras
de calibraG@o: A-D - 50 M) ..uuuruiiiiiiieee et e e e e e e e e e e 68

Figura 12 - Plexo traqueal evidenciado pela técnica da NADH-d dos grupos D
(A, C) e R (B, D). A - Ganglio de tamanho grande contendo diversos neurénios.
B - Ganglios com formatos e tamanhos diferentes (setas). Notar os feixes de
fibras destinados aos ganglios (cabecas de setas), partindo de um tronco
nervoso principal (*). C - Ganglio com amplos espacos (*) entre os neurbnios
de diferentes tamanhos. Notar a grande quantidade de neurbnios pequenos

(setas). D - Neurdnios pequenos (p), médios (m) e grandes (g) presentes no



interior de um ganglio. (Barras de calibracdo: A-B - 50 um; C-D - 20 um)

Figura 13 - Caracteristicas gerais dos ganglios pertencentes ao plexo traqueal,
evidenciados pela técnica NADH-d dos grupos N (A-B), D (C-D) e R (E-F). A-F
- Ganglios com diferentes tamanhos e formatos. A-B - Ganglios apresentando
estreita relacdo com feixe nervoso (seta). C-D - Ganglios com espac¢os amplos
no seu interior (*). E-F - Ganglios com formato irregular, com grande

quantidade de neurdnios no seu interior. (Barras de calibracdo: A-F - 50 um)

Figura 14 - Caracteristicas gerais dos neurdnios que compde o plexo traqueal,
evidenciados pela técnica NADH-d dos grupos N (A-B), D (C-D) e R (E-F). A-F
- Notar a variedade de formatos apresentado pelos neurbnios de todos os
grupos (N, D e R). Observar prolongamentos axonais em muitos neurbnios

(setas). (Barras de calibrag@o: A-F - 10 M) ..coovvieeiiieiiceiee e 71

Figura 15 - Plexo tragueal evidenciado pela técnica da NADPH-d de animais do
grupo N. A - Ganglio contendo neurdnios de reatividade homogénea,
destacando-se um agrupamento de células satélites (setas). B - Neurbnios
pequenos (p), médios (m) e grandes (g). C - Ganglio com poucos neurbnios
reativos e espacos (*), provavelmente preenchidos por neurbnios nao
nitrérgicos. D - Feixe nervoso interganglionar espesso, contendo neurdnios

fracamente reativos (setas). (Barras de calibracédo: A, C, D - 50 um; B - 20 um)

Figura 16 - Plexo traqueal evidenciado pela técnica da NADPH-d dos grupos D
(A) e R (B-C). A - Ganglios de diferentes tamanhos (setas). Notar a inter-
relacdo a partir de um feixe nervoso principal (cabecas de setas). B - Aspecto
geral de um géanglio contendo poucos neurbénios com reatividade relativamente
homogénea e espacos no seu interior (*). C - Neurdnios de diferentes formatos
e tamanhos (p, m e g). Notar que, independentemente do tamanho, a
intensidade de marcacdo € aparentemente a mesma em todos 0s neurdnios.
(Barras de calibrac&o: A, C - 50 um; B - 20 M) ..oeviieeeeeeeieeeeeeeeeeee e 74



Figura 17 - Caracteristicas gerais dos ganglios pertencentes ao plexo traqueal,
evidenciados pela técnica NADPH-d dos grupos N (A-B), D (C-D) e R (E-F). A-
F - Diversos formatos e tamanhos dos ganglios de todos os grupos (N, D e R).
A - Ganglios com grande quantidade de neurbnios, contendo neurdnios
fortemente (seta curta), moderadamente (cabeca de seta) e fracamente
reativos (seta longa). B - Ganglio alongado, paralelo a um feixe de fibra
nervosa. C - Ganglio com formato espiral, constituido por neurénios pequenos
(p), médios (m) e grandes (g). D - Ganglio apresentando amplos espacos (*)
entre neurbnios com variadas intensidades de marcacdo. E - Ganglio
apresentando neurdnios com reatividade homogénea. F - Ganglio com grande
quantidade de neurdnios, notar a presenca de um feixe nervoso muito proximo.
(Barras de calibrac&o: A-E - 50 um; F - 100 M) .evevviniiiiiieieeeeeeeeeeeceeeeeeeiieneens 75

Figura 18 - Caracteristicas gerais dos neurdnios componentes do plexo
traqueal, evidenciados pela técnica NADPH-d de todos os grupos N (A-B), D
(C-D) e R (E-F). A-F - Neurobnios intensamente reativos, circundados por
diversas células satélites. Notar a variedade de formatos apresentados pelos
neurdnios de todos os grupos (N, D e R). Observar neurdnios com formato
alongado, ovéide, circular. (Barras de calibragdo: A - 25 um; B-F - 10 um)

Figura 19 - Plexo traqueal evidenciado pela técnica da AChE de animais do
grupo N. A - Ganglio com grande quantidade de neurdnios exibindo reatividade
intensa (seta longa) ou moderada (seta curta). B - Neurdnios com citoplasma
fracamente reativo. Comparar com o neurbnio da figura C, intensamente

reativo. (Barras de calibracdo: A - 50 pm; B-C -5 um) .......coooiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn. 78

Figura 20 - Plexo traqueal evidenciado pela técnica da AChE de animais do
grupo D. A, C - Ganglios com grande quantidade de neurbnios, muitos deles
exibindo fraca reatividade (setas). B, E - Neurdnios intensamente reativos
observados no interior dos feixes nervosos. D - Ganglio com apenas dois
neurdnios, exibindo fraca reatividade. (Barras de calibragdo: A-E - 20 um)



Figura 21 - Plexo traqueal evidenciado pela técnica da AChE de animais do
grupo R. A, B - Ganglios com grande quantidade de neurdnios intensamente
reativos. C - Ganglio pequeno, contendo neurbnios intensamente reativos. D -
Neurbnio intensamente reativos contido no interior de um feixe nervoso.

(Barras de calibracdo: A-D - 20 M) ..ooooiiiiiiiieeeiiiices e e e ee e e e e e e e e eeeeeeeeaaaneens 80

Figura 22 - Fotomicrografias exibindo a imunorreatividade do plexo traqueal a
SP (A,CeE)eao VIP (B, D e F)dos grupos N (A-B), D (C-D) e R (E-F). Notar
a variabilidade dos ganglios quanto ao tamanho e niumero de neurénios e a
proporcao pequena de neurbnios exibindo intensa reatividade (setas), exceto
em D, onde os neurbnios apresentaram-se fracamente reativos ou com

nenhuma reatividade. (Barras de calibracdo: A-F - 20 M) ........cccoovvvvvvvieennnnnns 82

Figura 23 - Eletronmicrografias de varredura do plexo traqueal. Aspectos gerais
da malha constituida pelos feixes de fibras nervosas. A - Observar a disposi¢ao
do feixe constituinte da malha primaria (seta amarela) dirigindo-se aos espacos
entre 0s anéis traqueais (setas verdes). B - Distribuicdo da malha do plexo, de
aspecto pantogréfico, sobre a musculatura traqueal. C - Em maior aumento, os
aspectos dos feixes constituintes das malhas primaria (seta amarela),
secundaria (seta azul) e terciaria (seta vermelha). D - Destacam-se as
delgadas fibrilas constituintes da malha terciaria (seta vermelha) provenientes

da malha secundéaria (seta azul). (Barras de calibracdo: A-D - 100 pm)

Figura 24 - Constituintes do plexo traqueal evidenciados sob as técnicas de
microscopia de luz (A) e eletronica de varredura (B). Notar, em ambas as
técnicas, a morfologia e a disposicdo dos neurbnios no interior dos ganglios
(G), bem como a estreita relacdo destes com o feixe de fibras nervosas
constituintes das malhas do plexo (*). (A - NADPH-d). (Barras de calibracdo: A
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Figura 25 - Constituintes do plexo traqueal evidenciados pelas técnicas de
microscopia de luz (A) e eletronica de varredura (B-D). Notar em A, 0S corpos

neuronais (seta) no interior do ganglio (G) e o feixe de fibras nervosas anexas



(*). Em B, géanglio com capsula parcialmente corroida e delgados feixes de
fibras nervosas penetrando no seu interior (seta). C - Feixe espesso de fibras
nervosas anexas ao ganglio (*) e corpos neuronais (seta) evidenciados através
da capsula do ganglio parcialmente corroida. D - Feixe de fibras nervosas das
malhas do plexo (*) e fibrilas colagenas constituintes da capsula ganglionar,
remanescentes do processo de corrosédo ao qual foi submetida. (A - NADPH-d).
(Barras de calibracdo: A - 25 ym, B - 30 ym; C - 100 um; D - 3 um)

Figura 26 - Eletronmicrografias de varredura evidenciando ganglios do plexo
traqueal em diferentes fases do processo de corrosdo da cépsula ganglionar.
Notar em A, o inicio da corrosdo, com 0s corpos neuronais salientando-se sob
a capsula. B-C - Fase mais adiantada, evidenciando-se 0s corpos neuronais e
alguns resquicios das fibrilas coldgenas da capsula. D - Estagio avancado do
processo de corrosdao, onde se verifica o inicio da digestdo dos corpos

neuronais. (Barras de calibracdo: A - 30 um; B - 20 um; C - 100 pm; D - 10 pum)

Figura 27 - Neurdnios constituintes dos ganglios do plexo traqueal
evidenciados pelas técnicas de microscopias de luz (A) e eletrdnica de
varredura (B-D). A, C - Notar os diferentes tamanhos dos corpos neuronais - p:
pequeno; m: médio; g: grande. Em D a seta indica um feixe da malha terciaria
interposto entre os corpos neuronais. (A - NADPH-d). (Barras de calibragao: A -
25 UM; B-C - 30 M D = 10 M) ciiiiieiiiiieiiiieeess e e e e e e e e e e e e ee e e e e eeseeeenannnnn e 88
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1 INTRODUCAO



1.1 Consideracdes gerais sobre a desnutricéo

Dois extremos de desordens alimentares da sociedade contemporanea sao a
inadequacao por excesso, como no caso da obesidade morbida, ou por deficiéncia,
que é chamada de desnutricdo severa. Desta Ultima, sdo pouco conhecidos 0s
efeitos nas estruturas do sistema respiratorio (MORO et al., 2003).

Reconhece-se que, a nomenclatura clinica produziu uma grande variedade de
sinonimias. Ha& casos em que se torna dificil estabelecer o que € geral e o0 que é
especifico e, mais ainda, o que se pretende valorizar conceitualmente, com a
escolha de determinados unitermos, isto cria sérios obstaculos a linguagem. Nao ha,
talvez, sindrome com mais rica sinonimia do que a desnutricdo, sendo possivel de
maneira abrangente agrupar diversos termos, como: sindrome discronica
edematosa, despigmentacdo e edema, edema nutricional, sindrome subnutricional
aguda, crianca vermelha, kwashiorkor, pelagra infantil, edema infantil, ma nutricdo
maligna, doenca gordurosa do figado, distrofia nutricional, edema de amido, edema
de fome, atrofia pancreatica com figado gorduroso, caquexia edematosa,
desnutricdo de 3° grau, distrofia pluricarencial hidropigénica, marasmo do desmame,
distrofia, atrofia, atrepsia, caquexia, marasmo, decomposicdo (NOBREGA, 1986).

Para Chandra (1992), a desnutricdo € uma sindrome complexa, onde diversas
deficiéncias ocorrem simultaneamente. De um modo geral, Monteiro (1995) define
os individuos desnutridos como aqueles cujos organismos manifestam sinais clinicos
provenientes da inadequagdo quantitativa (energia) ou qualitativa (nutrientes) da
dieta ou decorrentes de doencas que determinem o mau aproveitamento biolégico
dos alimentos ingeridos.

Reconhece-se que, ao longo dos anos, a desnutricdo tem sido um dos
maiores, sendo 0 maior problema de salude publica em paises em desenvolvimento,
acometendo metade das 11 milhdes de criangas menores de 5 anos de idade, que a
cada ano, morrem de causas evitaveis: malaria, diarreia e sarampo (COLLINS et al.,
2006). Sendo assim, a desnutricdo € a doenca que mais mata criancas abaixo dos 5
anos de idade (SAWAYA, 2006). Particularmente, o Brasil pertence ao grupo de 42
paises do mundo que respondem por 90% das mortes decorrentes da desnutricao
(AMARAL et al., 2005).
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De Almeida et al. (1999) descreve que muitos métodos ja foram propostos a
fim de se poder, frente a um individuo ou a uma populacao, dizer qual o tipo e/ou
intensidade do agravo nutricional que se sofre. De um modo geral, os métodos
procuram classificar os casos de desnutricdo em leves, moderados e graves e, para
se chegar a esse escalonamento, existem basicamente dois tipos de meios: 0s
meios indiretos, representados pelas estatisticas de saude e, os diretos, que utilizam
os dados clinicos, laboratoriais ou antropomeétricos.

O método antropométrico, que consiste em obter medidas corporais (peso,
comprimento, perimetros cefalico e toracico, dobras cutaneas, entre outras) €
utilizado para realizar comparagdes com as curvas de referéncia recomendadas
pelas organizacdes nacionais e internacionais, como a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) (DAMACENO; MARTINS; DEVICENZI, 2009; PETERSON; CHEN,
1990). Assim, também é possivel avaliar a desnutricdo por um ou mais indicadores
nutricionais que sao associados a um valor de corte, abaixo do qual, considera-se o
estado nutricional como subnormal, assim como, determinar a gravidade e o tipo de
desnutricdo (COLLINS et al., 2006; PETERSON; CHEN, 1990).

O padrdo antropométrico mais proximo do ideal seria aquele obtido de
populacdes ou grupos étnicos cujos individuos tivessem usufruido a oportunidade de
desenvolver, plenamente, seu potencial de crescimento, como é 0 caso das
populacdes das areas desenvolvidas do mundo ou dos grupos humanos de elevado
padrao socio-econdémico, nas regides subdesenvolvidas (ALMEIDA; RICCO, 1998).

No inicio da década de 70, importantes 6rgdos mundiais como a Organizacao
das Nacgbes Unidas para Agricultura e Fome (FAO) e a OMS passaram a se
preocupar com a definicdo e a classificacdo dos niveis de caréncia protéica.
Classificacbes estas que, entre outras caracteristicas, precisavam ser simples e
permitir comparagfes entre outras populacdes e que, especialmente no caso da
desnutricdo protéico-calorica, estabelecesse parametros qualitativos para determinar
os padrdes de severidade de criancas hospitalizadas e quantitativos, para estudos
comunitarios de prevaléncia e severidade (WATERLOW, 1972).

No Brasil, durante muito tempo, utilizou-se como referéncia para a
determinacdo de estado nutricional, a curva de crescimento infantil publicada em
1977 pelo National Center for Health Statistics (NCHS). Construida a partir de banco

de dados de pesquisas realizadas entre os anos de 1929 e 1975 nos Estados
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Unidos da América, sendo que, essa referéncia apresentava diversas limitagfes
(VICTORA; ARAUJO; DE ONIS, 2004).

Para tentar minimizar estas limitagdes, o Center for Disease Control and
Prevention (CDC) reconstruiu o referencial de 1977 com uma série de modifica¢des,
langcando-o no ano 2000. Dentre as principais modificagdes, o aumento da amostra
de criancas, dados de criangcas em aleitamento materno foram incluidos e utilizaram
de métodos estatisticos mais modernos (SOARES, 2003).

Recentemente, em 2006, a OMS prop6s uma nova curva de crescimento
infantil, construida com base em um estudo multicéntrico envolvendo seis paises
(Brasil, Gana, Estados Unidos da América, india, Noruega e Oma). Na amostra, as
criancas e suas familias foram avaliadas de acordo com diversos critérios de
elegibilidade, dentre os quais, o aleitamento materno exclusivo ou predominante,
pelo menos até os quatro meses de idade (DAMACENO; MARTINS; DEVINCENZI,
2009).

Considerando-se os valores de referéncia da OMS (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2006), a desnutricdo severa € aquela que, apos determinacdo da
relacdo peso/altura, o valor obtido corresponde a 70% (ou mais) abaixo da mediana
estabelecida como padrao ou ainda a 3 ou mais desvios padrdes abaixo dos valores
de referéncia do NCHS.

Mais recentemente, no Brasil, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(2010) avaliou, entre outros aspectos, dados antropométricos desde o primeiro ano
de vida. A avaliacdo foi feita por meio de classes de idade podendo ressaltar as
seguintes informacfes sobre as criangas com menos de cinco anos: o déficit de
altura (importante indicador de desnutricdo) foi constatado em 6% das criancas no
pais, sendo mais expressivo em meninas no primeiro ano de vida (9,4%), em
criancas da regido Norte (8,5%) e na faixa mais baixa de rendimentos (8,2%), que
compreende rendimentos de até ¥ de salario minimo per capita.

Os dados confirmam observacdes realizadas por Sawaya (2006), que
destacou a altura como um indicador importante, ndo sO para a determinacdo de
desnutricdo, como também um indicador sécio-econdmico, sendo que, hoje se sabe
que o fator ambiental é muito mais significativo do que o fator genético na

determinacao da estatura final de um individuo.
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Muitos casos avancados de criangcas desnutridas sdo complicados por
doencas infecciosas simultaneas, particularmente infec¢cdes respiratrias graves,
diarréia e septicemia por gram-negativos (COLLINS et al., 2006). Almeida e Ricco
(1998) destacam que a sindrome leva a uma dificuldade de tratamento de quase
todas as outras doencas que acometem estas criancas, de forma especial as
doencas respiratdrias e intestinais.

Pelletier (1995) revisou 28 estudos epidemioldgicos, verificando-se que cerca
de 56% das criancas desnutridas faleciam por infecces respiratorias agudas e/ou
outras infecgoes.

Por meio de pesquisas epidemioldgicas realizadas nos municipios de Séao
Paulo (SP) (MONTEIRO et al., 1986), Embu (SP) (ESCUDER et al., 1999) e Sobral
(CE) (BARRETO; GRISI, 2010) identificou-se que criancas de zero a nove anos de
idade, a maior prevaléncia de morbidades, referia-se a doencas do sistema
respiratério, variando de 15,9% a 28,7% e que, em todas as populacdes, a presenca
da desnutricdo infantil € fator determinante para a instalacdo destes acometimentos.

Chen et al. (2010) afirmam que a caréncia de outros substratos fundamentais
para o desenvolvimento do sistema respiratério, como o acido retindico, podem ser
responsaveis por atraso na maturidade do sistema, ou ainda, pela auséncia de
determinadas estruturas (WEI et al., 2009).

Trabalhos realizados com ratos (HARKEMA et al.,, 1984) e com cobaias
(LECHNER; WINSTON; BAUMAN, 1986) submetidos a um periodo prolongado de
desnutricdo, descrevem que ocorre destruicdo das paredes alveolares com
diminuicdo das &reas de troca gasosa alveolares que é consistente com a definicdo
morfométrica de enfisema pulmonar (KERR et al., 1985; SAHEBJAMI; VASSALLO,
1979). Além disso, alteracdes do tecido conectivo estdo associadas a uma reducao
no conteddo da elastina pulmonar (KALENGA; EECKOUT, 1989), caracteristica
comum de portadores de enfisema pulmonar.

Pacientes desnutridos, sem doenca pulmonar, demonstram diminuicdo da
forca muscular respiratéria, da ventilacdo voluntaria maxima e da capacidade vital
(MURCIANO et al., 1994). A desnutricdo provoca fraqueza dos musculos
respiratérios, principalmente do diafragma, com diminui¢do da forca e da resisténcia
(ARORA; ROCHESTER, 1982), parcialmente relacionada, com a perda de sua

massa muscular. A perda de massa, no entanto, ndo parece ser o0 Unico mecanismo
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envolvido na disfuncdo muscular. Sendo que, a desnutricdo também provoca uma
reducao significativa no consumo de oxigénio mitocondrial (MATECKI et al., 2002).

Ezzell e Jensen (2000) e Pingleton (2001) descreveram que a associacao de
fraqueza muscular respiratoria, com reducdo da ventilacdo e diminuicdo da funcéo
imunologica pode levar a faléncia hipercapnica respiratéria, a dificuldade de
desmame da ventilagdo mecéanica, diminuicdo da capacidade de tossir e,
consequentemente, um aumento no risco de atelectasias e pneumonias
subsequentes em pacientes com qualquer tipo de doenca respiratoria.

Estas mudancas estruturais no parénquima pulmonar e na musculatura
respiratéria levam a alteragbes da complacéncia pulmonar, responséveis por reduzir
a mecanica respiratoria, que se encontra prejudicada em animais submetidos a
desnutricdo (DIAS et al., 2004).

1.2 Efeitos da desnutricdo nas partes do Sistema Ne  rvoso

A época do desenvolvimento estrutural dos componentes das partes do
sistema nervoso, diferentes fatores extrinsecos podem produzir, em determinadas
situacdes, alteracdes no substrato neurofisiolégico, muitas vezes irreversivel. Dentre
esses fatores, sem dulvida, destaca-se a desnutricdo que, dependendo de sua
intensidade, do momento em que ocorre e da sua duracdo, pode -causar,
principalmente, em 0Orgdos e tecidos que se encontram em uma fase de
desenvolvimento acelerado, efeitos deletérios que ndo podem ser completamente
recuperados nem mesmo pela realizacdo de uma subsequente reabilitacdo
nutricional (DEUCHARS; MORRISON; MICHAEL, 1995; SHINGLETON, 2010;
CULLEY; LINEBERGER, 1968; FISH; WINICK, 1969; HEDLEY-WHITE; MEUSER,
1971; CORDERO et al., 1986)

Os efeitos da desnutricdo sdo descritos principalmente nos componentes da
parte central do sistema nervoso (SNC), onde foram verificadas no encéfalo
reducdes significativas no seu peso (WATVE; YAJNIK, 2007, HEDLEY-WHITE;
MEUSER, 1971; ALBRECHT MAY, 2008; CORDERO et al., 1986), no niumero de
neurénios multipolares do cortex e da medula espinal (SHRADER; ZEMAN, 1969),

no tamanho do pericario e volume da arvore dendritica de células piramidais do
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cortex occipital (CORDERO et al., 1986) e ainda no grau de mielinizagdo dos
neurénios encefalicos (DEUCHARS; MORRISON; MICHAEL, 1995; WATVE;
YAJNIK, 2007; HARRIS; WILCE; BEDI, 2000).

Na parte periférica do sistema nervoso (SNP) foi relatado por Matheson
(1970) e Hedley-White e Meuser (1971), que a desnutricdo pods-natal altera o
desenvolvimento da bainha de mielina do nervo ciatico de ratos. Estudos
eletromiograficos realizados por Ghosh et al. (1979), demonstraram que a
desnutricdo, afeta a velocidade de conducdo dos impulsos nervosos em nervos de
criancas. Nicoll, Bedi e Wigmore (1991) mediram os diametros totais de nervos
opticos mielinizados de ratos submetidos a desnutricdo pré e pos-natal e
observaram uma reducéao irreversivel da bainha de mielina. Oldfors (1981), verificou
degeneracdo compativel com degeneracdo Walleriana na parte distal dos nervos e
Silva et al. (1987), demonstraram uma reducdo de 50% na velocidade de conducéo
do nervo ciatico de ratos submetidos a uma dieta hipoprotéica. Cornblath e Brown
(1988) observaram no nervo tibial posterior de ratos uma menor quantidade de fibras
de grande diametro, bem como areas endoneurais menores e regides internodais
mais curtas.

Na divisdo autbnoma do sistema nervoso (SNA) Schafer e Friede (1988)
observaram a diminuicdo do niumero de lamelas das fibras nervosas mielinicas em
ratos submetidos a desnutricdo pré-natal. Uma reducdo de 27% no numero de
neurénios do plexo mioentérico foi determinada por Santer e Conboy (1990) no
intestino delgado de ratos adultos, cujas maes sofreram restricdo na dieta durante as
duas ultimas semanas de gestacdo. Em ratos jovens, Castelucci et al. (2002a),
Gomes et al. (2006) e Gréggio et al. (2010), também verificaram uma reducédo no
namero de neurdnios entéricos, respectivamente, no intestino grosso, intestino
delgado e es6fago. A redugcdo do tamanho do neurdnio superior de filhotes cujas
maes foram desnutridas foi relatada por Conboy, Santer e Swift (1987), e a
diminuicdo do tamanho do corpo celular do neurénio foi descrita por Brandéo (1998)
ao estudar no plexo mioentérico do intestino delgado de ratos, os efeitos da
desnutricdo protéica pré e pods-natal. No ganglio cervical superior de ratos
submetidos a uma dieta hipoprotéica por um periodo de trinta dias ocorre um
decréscimo significativo no contetddo protéico dos ganglios e, principalmente, nas

enzimas sintetizadoras dos neurotransmissores (GAETANI et al., 1977).
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1.3 Estrutura geral e inervacao da traquéia de mami  feros

A traquéia é formada por anéis cartilagineos na sua face ventro-lateral e, na
face posterior, por uma parte membranacea constituida por musculatura lisa
(BALUK; GABELLA, 1989a).

Diferente da distribuicdo observada na traquéia de humanos, o epitélio
pseudo-estratificado colunar ciliado em ratos, apresenta-se ciliado somente na parte
distal, proximo a bifurcacdo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; ROSS; PAWLINA,
2008; KRINKE, 2000).

O tecido muscular da parede membranacea consiste em duas camadas de
musculo liso, sendo, uma externa longitudinal e outra interna transversal. As fibras
longitudinais constam de alguns feixes esparsos (GABELLA, 1969), enquanto que,
as fibras transversas constituem o muasculo traqueal. Este esta organizado em feixes
compactos, interconectados e entremeados por septos delgados de tecido
conjuntivo, onde estao os vasos sanguineos (GRAY, 1977).

Gabella (2004) descreve o sistema nervoso autonomo (SNA) organizado em
grupos de ganglios, que podem ser esquematicamente subdividido em 4 grupos,
nomeados, paravertebral, prevertebral, paravisceral e intramural. Especificamente os
ganglios paraviscerais encontram-se na proximidade de algumas visceras; 0S
principais ganglios estdo nos plexos cardiacos e pélvicos e outros ganglios menores
estdo presentes proximos da traquéia e brénquios.

Relativo a sua inervacao, a traquéia recebe suprimento do nervo vago, da
cadeia simpatica e de um grupo de ganglios parassimpaticos situados na sua
superficie dorsal. Esses ganglios sdo pequenos e, anatdmica e fisiologicamente, séo
muito menos estudados do que os ganglios da cadeia simpatica e dos plexos
mioentérico e submucoso do tubo digestério (CHIANG; GABELLA, 1986;
CASTELUCCI et al., 2002a; FONTES et al., 2004).

A distribuicdo e o tipo de inervacdo da traquéia sdo heterogéneos. De fato,
um complexo padrédo de inervagcdo pode ser esperado para um 6rgado que contém
diversas classes de tipos celulares; componentes estes, que incluem células de
musculo liso, vasos sanguineos, glandulas mucosas e o revestimento epitelial
(BALUK; GABELLA, 1989a).
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Historicamente, Fisher (1964) descreveu que a primeira contribuicdo de certo
valor a respeito da inervacao traqueal de humanos foi realizada por Willis (1685),
que descreveu nervos percorrendo a face externa da traguéia e, ainda, na camada
muscular. Waters (1860) notou nervos penetrando na traquéia pela sua parede
posterior e Kandarazki (1881) realiza a primeira descricdo sobre ganglios
pertencentes ao plexo nervoso, presentes na parede posterior da traquéia e,
também, descreveu neurdnios na parede anterior. Landois (1885) realizou a
descricdo de um plexo nervoso, com numerosos ganglios nas interseccdes dos
feixes nervosos. Ploschko (1897) confirmou a presenca de uma concentracdo de
ganglios na parede posterior, acrescentando que, 0s neurbnios presentes neste
plexo sdo do tipo multipolar e suprem a musculatura lisa e o tecido epitelial. Por
meio de técnicas de coloracdo de azul de metileno, Larsell (1922) demonstrou a
existéncia de ganglios no plexo bronquial de cées e coelhos, fato confirmado por
Braeucker (1926) e Tscheliustkin (1927), que também observaram uma
concentracdo de ganglios na parede membranacea e o aumento de complexidade
do plexo nervoso nesta regiao da traguéia.

Utilizando preparados totais de membrana, Elftman (1943) descreveu
ganglios na superficie da parede membranacea da traquéia de caes. Verificou,
ainda, a presenca de alguns ganglios entre as -cartilagens, mas néo
subcondralmente.

Ap0s um extenso estudo realizado em camundongos, Honjin (1954)
descreveu um namero consideravel de pequenos ganglios seriados, interligados por
nervos e incorporados na camada adventicia da parede dorsal da traquéia.
Destacou a completa auséncia de ganglios na face ventral, e que, pequenos ramos
nervosos, provenientes do plexo tragueal situados posteriormente, assumem, entre
as cartilagens, direcéo ventral.

Richardson, Ferguson (1976) realizaram estudos com fetos humanos e
demonstraram a presenca de ganglios nervosos peritraqueais e peribrénquicos, bem
como, a presenca de uma lamina basal envolvendo as células nervosas e isolando-
as do tecido circunjacente. Observaram, ainda, grande numero de células de
Schwann, junto aos ganglios. Em 1977, Dudzinska e Wozniak, ao realizarem

estudos com fetos humanos, descrevem a traquéia recebendo ramos do nervo
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laringeo recorrente, dos segmentos cervicais e toracicos superiores dos troncos
simpaticos e, também, dos nervos cardiacos cervicais.

Utilizando métodos de microscopia eletronica, Baluk, Fujiwara e Matsuda
(1985), verificaram que o plexo nervoso da traquéia de cobaias, dispde-se como um
emaranhado irregular de feixes nervosos, com ganglios localizados numa camada
de tecido conectivo situada, superficialmente, aos feixes da musculatura lisa do
musculo traqueal. Enfatizam que, apos realizarem cortes transversais do 6rgdo, nao
detectaram ganglios na camada submucosa, profundamente a camada muscular ou
aos anéis cartilagineos.

Morfologicamente, o0os géanglios intrinsecos estdo organizados na face
posterior da traguéia de modo a formar duas divisdes: 0s ganglios pertencentes ao
tronco longitudinal, que pode apresentar-se isolado ou em numero de dois,
percorrendo toda a extensdo da face posterior da parede membranacea (BAKER et
al., 1986) e uma segunda camada de ganglios, fortemente associada com o musculo
traqueal, distribuida como um emaranhado difuso denominado plexo muscular
superficial (WU; DEY, 2006).

Chiang e Gabella (1986) demonstraram por métodos histoquimicos do plexo
de camundongos, que os ganglios foram encontrados, exclusivamente, sobre a parte
membranosa da traquéia, ou seja, na parte externa ou na superficie dorsal do
musculo traqueal, ndo havendo ganglios sobre as cartilagens, entre as mesmas ou
no interior da parede traqueal. Detectaram uma média de 235 neurdnios que sao
relativamente pequenos, medindo cerca de 251 pm? e que aproximadamente 70%
destes estavam localizados na metade toracica da traquéia.

Em nosso meio, Furlani et al. (2008) avaliaram as caracteristicas
morfoquantitativas do plexo tragueal do Calomys callosus, um roedor silvestre que é
o hospedeiro natural do Trypanosoma cruzi (RIBEIRO, 1973). Verificaram também a
presenca de dois troncos nervosos principais longitudinais posteriores, e que, 0s
ganglios estdo envoltos por uma capsula constituida por fibras colagenas e
elasticas, com formato arredondado, alongado ou irregular, contendo até 45
neurdnios. Quanto ao numero estimado de neurbnios, observou uma média de 279 +
51 com uma area média de 352 um? para o perfil celular.

Ha uma grande variacao na inervacao autbnoma do trato respiratério entre o0s

mamiferos, especialmente com relacéo as caracteristicas anatémicas e fisioldgicas.
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A distribuicdo da malha neuronal pode ser evidenciada por métodos histoquimicos,
sendo esta malha mais simples em animas menores e tornando-se cada vez mais
complexa nos maiores (KUSINDARTA; ATOJI; YAMAMOTO, 2004). Outra diferenca
gue se pode acrescentar, € que, a inervacao intrinseca da parede membranacea
pode ser formada por diferentes nimeros de camadas, por exemplo: duas camadas
no rato (CHIANG, 1993), quatro camadas no furdo (BAKER et al., 1986) e cinco
camadas no cao (YAMAMOTO et al., 1998).

Baluk, Fujiwara e Matsuda (1985) enfatizaram a importancia do estudo dos
nervos e ganglios do trato respiratorio para a compreensao das manifestacdes do
tbnus da musculatura lisa traqueobronquial, da permeabilidade vascular e do reflexo
local, tanto em condi¢cdes normais como em situacbes patolégicas do sistema
respiratorio. Em pesquisa posterior, Baluk e Gabella (1989b) reforcam a utilizacéo da
traguéia de animais de laboratério como importantes modelos para estudar os

efeitos da estimulacdo das vias aéreas menores e menos acessiveis.

1.4 Diferentes formas de evidenciacdo do plexo traq  ueal correlacionadas a sua

funcao

As células nervosas e 0s nervos do sistema nervoso autbnomo suprem entre
outros Orgdos, 0 coracdo e o0s vasos dos sistemas gastrointestinal, respiratorio,
urindrio e os Orgdos genitais. O sistema nervoso autbnomo regula e coordena
funcdes corporais baseados na atividade secretora das glandulas, na contracao e
relaxamento da musculatura lisa e do muasculo cardiaco, e nas sensacfes
provenientes das visceras profundas (GABELLA, 2004).

Os 6rgaos que compde o trato respiratério inferior sdo regulados por dois
tipos de nervos autondmicos (simpatico e parasimpatico) que controlam a tensao da
musculatura lisa, secrecdo das glandulas, funcdo das células epiteliais, ténus
vascular bronquial e reflexos traqueobronquicos (CAMERON; COBURN, 1984;
BARNES, 1986; COBURN, 1987). As fun¢des das vias aéreas sao influenciadas por
classicos mecanismos colinérgicos e adrenérgicos e por outro mecanismo neural,
denominado mecanismo ndo adrenérgico nao colinérgico (NANC) (KARLSSON,
1994).
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Assim, nos mamiferos, o tbnus da musculatura das vias aéreas é controlado,
primariamente, pela inervacdo colinérgica, e os estimulos colinérgicos produzem
broncoconstricdo e secrecdo de muco. Nos humanos, estimulacdo colinérgica
também provoca vasodilatacdo (GROSS; SKORODIN, 1984; VAN DER VELDEN;
HULSMANN, 1999). Inervacédo da cadeia simpatica estdo esparsos na via aérea de
muitas espécies (VAN NIEUWSTADT; HAJER; BERUKINK, 1994) e ausente nos
humanos (RICHARDSON, 1979; ZAAGSMA et al., 1987). Ainda assim, receptores
adrenérgicos sao abundantes nas vias aéreas e a ativacdo dos receptores
adrenérgicos causa relaxamento da musculatura respiratoria. Os receptores
recebem epinefrina/noraepinefrina enddégena por meio da corrente sanguinea.
Estimulacdo destes receptores produz broncodilatacdo (VAN DER VELDEN;
HULSMANN, 1999). O tbnus da musculatura respiratoria também é controlado por
neutrotransmissores da inervagdo NANC, incluindo VIP, NO, SP, neuroquin A e
neuroquin B (FURLANI et al., 2008).

Quanto a modulagcédo quimica, os receptores adrenérgicos e colinérgicos de
diferentes tamanhos sdo encontrados distribuidos aleatoriamente nas vias aéreas e
entre outras células (NADEL; BARNES, 1984).

Para melhor estudo dos neurbnios que compde este plexo nervoso, técnicas
de evidenciacdo histoquimica, imuno-histoquimica e imunofluorescéncia tém sido
utilizadas ao longo dos anos. Dentre as técnicas classicas de histoquimica para
marcacdo de plexos nervosos, pode-se destacar a nicotinamida adenina
dinucleotideo diaforase (NADH-d) (GABELLA, 1969), que se baseia na reacdo de
oxi-reducao, catalisada pela enzima mitocondrial NADH-d. Para que ocorra a reagéo
é fornecido, como substrato para a mesma, o NADH e o aceptor artificial de elétrons
o Nitro Blue Tetrazolium (NBT). Ao receber os elétrons, o NBT precipita-se formando
granulos de formazana de cor azul e insolaveis, evidenciando, deste modo, o corpo
celular de neurbénios com maior atividade da enzima NADH-d positivos. De acordo
com a literatura, esta técnica permite evidenciar parte do numero total de neurénios,
cerca de 80% da populacdo neuronal (ROMAN et al., 2001), assim como, a
marcacdo por meio da imonurreatividade da proteina PGP 9.5 (EAKER;
SALLUSTIO, 1994). Ainda a cerca do numero de neurdnios, Karaosmanoglu et al.,
(1996) relatam que a técnica imunocitoquimica para Fos-related antigen realiza a

marcacdo de, aproximadamente, 65% da populacdo total, sendo estes dados,
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menores do que quando comparado com as marcagdo obtidas pelo método de
Giemsa (FURLAN et al., 1999; MIRANDA-NETO et al.,, 2000; SANT'ANA et al.,
1997) ou com a coloracdo pelo azul cuprolinico (HOSTL; POWLEY, 1995;
HEINICKE; KIERNAN; WIJSMAN, 1987), responsaveis pela marcacdo do numero
total de corpos neuronais de um plexo nervoso.

No plexo ganglionar traqueal evidencia-se uma grande variedade de
neurotransmissores, dentre eles, o oOxido nitrico (NO), que €é um potente
neurotransmissor inibitorio, NANC (BULT et al., 1990; CANNING, 2006), que produz
0 relaxamento da musculatura lisa, dentre outros tecidos no trato respiratorio
(CANNING; FISCHER, 2001). A literatura cientifica valida o uso de técnicas
histoquimicas para evidenciacdo de NO, ja que a enzima Oxido Nitrico Sintase
(NOS) co-existe com a [-nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato diaforase
(NADPH-d) (SCHERER-SINGLER et al., 1983; SANTER, 1994; KERANEN et al.,
1995). Estudos tém demonstrado o NO presente no plexo mioentérico de cobaias
(FURNESS et al.,, 1994), no jejuno de ratos (SEYFERT, 2009), no esb6fago
(GREGGIO et al., 2010), nos pulmdes de camundongos (GUEMBE; VILLARO, 1999)
e no plexo traqueal de ratos (HASSALL; SAFFREY; BURNSTOCK, 1993;
ANDREEVA; SHUMATOVA; MOTAVKIN, 2000).

O NO é um radical livre instavel e atua como uma molécula mensageira em
uma variedade de tecidos neurais e ndo neurais. Ele € sintetizado como um produto
da conversdo do precursor fisioldgico L-arginina para citrulina, em uma reacéo
catalisada por uma NOS constitutiva dependente de calcio (MONCADA; PALMER,;
HIGGS, 1991; COMAN; YAPLITO-LEE; BONEH, 2008). O NO assim que é
produzido, por ser lipofilico, atravessa a membrana das células efetoras. Nas células
efetoras interage com a guanilato ciclase soluvel, ligando-se ao ferro da porcéo
heme da enzima, resultando na mudanca da guanosina monofosfato ciclico
(GUEMBE; VILLARO, 1999). Este mensageiro secundario produz uma variedade de
efeitos nas células alvo.

O NO nado é considerado um transmissor convencional, pois ndo €
armazenado em vesiculas e, devido a sua natureza gasosa, atravessa facilmente as
membranas bioldgicas, alcancando as células vizinhas logo que é produzida. Nos
neurénios do plexo ganglionar traqueal, o NO desempenha importante funcao
inibitéria (KESLER; MAZZONE; CANNING, 2002; HASANEEN; FODA; SAID, 2006;
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CANNING, 2006), participando do controle do tébnus da musculatura lisa (GUEMBE;
VILLARO, 1999).

Os neurdnios que produzem NO podem ser identificados através de técnicas
imuno-histoquimicas para NOS (FABRICIUS et al., 1996; BOYER et al., 2007) ou
através de técnicas histoquimicas onde ocorre a reducdo do NBT, formando uma
formazana insoluvel (azul escuro), na presenca de NADPH (SCHERER-SINGLER et
al., 1983; CSERNI et al., 2009). A distribuicdo dos neurénios NADPH-d positivos &
idéntica aqueles imunomarcados para NOS (BELAI et al., 1992; SANTER, 1994).

A NOS pode ser sintetizada tanto no corpo celular neuronal, quanto no
terminal do ax6nio, tendo efeito direto pds-juncional sobre as células musculares
lisas (STERN, 2004). Neurdnios nitrérgicos sdo encontrados no sistema respiratorio,
digestorio, urinario e genital, bem como no coracéo de diferentes espécies animais
(GRAZDANOVIC; BAUMGARTEN; BRUNING, 1994).

Ainda com relagdo ao plexo ganglionar traqueal, um dos principais
neurotransmissores excitatorios € a acetilcolina, importante regulador das funcbes
das vias aéreas (NAKAJIMA et al.,, 2000; GOSENS et al., 2004). A acetilcolina é
sintetizada pela enzima acetiltransferase e sua degradacdo é efetuada por acdo
enzimatica da acetilcolinesterase (AChE), apods sua liberacdo na fenda sinaptica
(OSINSKI; BASS, 1993) podendo, a AChE, ser utilizada como um marcador de
atividade colinérgica (GABELLA, 1994).

Em particular, a acetilcolina € um dos mais fortes broncoconstritores
conhecidos e estimuladores da secrecdo das glandulas mucosas, mas também esta
envolvida na regulagcdo dos mecanismos mais agudos, como o remodelamento das
paredes das vias aéreas, como na presenca de estimulos patolégicos (KUMMER,;
LIPS; PFEIL, 2008).

Técnicas de microscopia eletrbnica e histoquimica tém contribuido para
esclarecer o papel do sistema adrenérgico e colinérgico. Como descrito até o
momento, pode-se identificar, histoquimicamente, as fibras parassimpaticas
(colinérgicas) pela atividade da AChE e as fibras simpéticas (adrenérgicas) pelo
método da NADPH-d. Essas técnicas confirmam a ideia classica de que, na maioria
dos érgaos, a inervacdo autbnoma é mista, parassimpatica e simpética (MACHADO,
2002).
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Estudos mais recentes (PRABHA; MAYER; HAXHIU, 2004; WANG et al.,
2006; HERNANDEZ et al., 2007), utiizando métodos de marcacdo neuronal,
incluindo imuno-histoquimica, mostraram-se como marcadores neuronais sensiveis,
porém, o método histoquimico classico utilizando a AChE, como realizado por Baluk
e Gabella (1989) para evidencia¢éo do plexo traqueal é reconhecido como marcador
de parte significativa dos neurdnios dos plexos entéricos em geral. Desta forma,
Domeneghini et al. (2004), por meio de reacdes de histoquimica e imuno-
histoquimica (AChE, ChAT e VAChT), para identificacdo dos neurdnios colinérgicos
constituintes do plexo mioentérico do intestino de cavalos observaram, de modo
quantitativo, que as marcacdes em questdo apresentaram resultados Uteis e
similares.

Do mesmo modo, pesquisadores como Yashuhara et al. (2007) utilizando
técnicas histoquimicas e imuno-histoquimicas, a fim de evidenciar o plexo cardiaco,
corroboram com o0s autores previamente citados, descrevendo resultados muito
proximos entre as diferentes metodologias de deteccdo dos neurdnios colinérgicos
(AChE, ChAT e VAChHT).

Em trabalho realizado em 1999, Dey, Satterfield e Altemus avaliaram a
inervacdo da musculatura lisa e do epitélio da traquéia do furdo, a fim de estabelecer
o seu perfil neuroquimico, verificando, a presenca de neurdnios reativos a
Substancia P (SP) e ao peptideo intestinal vasoativo (VIP).

Estudando as interacdes sinapticas que controlam as funcdes da traquéia do
furdo, numa tentativa de definir a anatomia neuroquimica dos seus circuitos
neuronais, Massari e Haxhiu (2002) identificaram terminais aferentes contendo SP
nas projecdes de neurdnios pré-ganglionares vagais.

Pelo até aqui exposto verifica-se que, além dos poucos trabalhos que
descreveram a morfologia normal do plexo traqueal, ainda é assunto em aberto, a
determinacdo da presenca e a quantificagdo de neur0nios que expressam 0S mais
diferentes tipos de neurotransmissores. Além disso, na bibliografia consultada,
nenhum trabalho que relacionasse o plexo traqueal com fatores extrinsecos capazes

de alterar a sua morfologia normal, como é o caso da desnutri¢do foi encontrado.
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2 PROPOSICAO



Com o uso de técnicas de microscopias de luz e eletrbnica de varredura

foram avaliados, no plexo traqueal de ratos jovens nutridos, desnutridos e renutridos:

1 - A morfologia dos neurdnios e ganglios;

2 - O numero total de neurdnios e ganglios constituintes do plexo;

3 - O nimero e tamanho dos neurbnios e ganglios nitrérgicos;

4 - A morfologia de neurdnios e ganglios colinérgicos;

5 - A presenca de neurdnios imunorreativos a Substancia P e ao VIP;

6 - A ultraestrutura dos neurdnios ganglionares.
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3 MATERIAL E METODOS



3.1 Formacé&o dos grupos

Foram utilizados Rattus norvegicus da linhagem Wistar Hannover (na
proporcao de 1 macho para 2 fémeas), com idades entre 90 e 120 dias, com
peso entre 280 e 320 gramas, provenientes do Biotério Central do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB/USP), e mantidos no
Biotério do Departamento de Anatomia do mesmo instituto. A eleicdo dessa
espécie deveu-se a consagracdo da mesma em pesquisas que estudam a
nutricdo, o metabolismo e os plexos autbnomos em geral (GREGGIO, 2001;
OLIVERA, 2006; BAPTISTA, 2008), além da facilidade de manipulacdo e
suporte pré-existente no biotério no qual foram mantidos. Os animais foram
mantidos em salas climatizadas, com temperatura controlada entre 23 e 25 °C
de maneira artificial, com ciclo claro/escuro de 12 horas, em gaiolas plasticas
dispostas em estante vertical (Figura 1).

— —

Figura 1 - Estante vertical de manutencéo tradicional de gaiolas plasticas.
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Durante o acasalamento, 1 macho foi mantido com 2 fémeas durante um
periodo de 10 dias (Sistema Poligamico) onde, desde entéo, foi alterada a dieta
padrdo utilizada no biotério e oferecida sem restricbes a racdo para roedores
(AIN-93G) estabelecida de acordo com o protocolo preconizado pelo “American
Institute of Nutrition” (REEVES; NIELSEN; FAHEY-JUNIOR, 1993), preparada
em laboratério especializado™.

Para um grupo de animais (grupo nutrido - N) ofereceu-se uma dieta
denominada protéica contendo 20% de caseina e para outro, uma dieta
denominada hipoprotéica (grupo desnutrido - D), com apenas 5% de caseina.
Apds o acasalamento, as fémeas foram separadas em gaiolas individuais de
acordo com a dieta (respectivamente grupos N e D) e mantidas com as
respectivas dietas durante a gestacdo e amamentacdo, juntamente com o0s
filhotes, até que eles completassem 21 dias de vida extra-uterina, €poca
determinada para o desmame.

Como as ninhadas apresentaram de 4 a 12 filhotes foi estabelecido, para
padronizacdo do experimento, um nimero minimo de 4 e um ndmero maximo
de 6 animais por ninhada, priorizando a permanéncia da maior quantidade dos
filhotes machos, sendo os animais excedentes, utilizados em demais estudos.
A adocdo desse critério permitiu a obtencdo de animais com menor
discrepancia de massa corporal, sendo também uma tentativa de se evitar um
elevado indice de mortalidade nas ninhadas do grupo D, fenémeno este que
ocorre tanto por condi¢cbes intrinsecas devido ao tipo de privacdo protéica,
como pelo fato de algumas maes se alimentarem dos proprios filhotes (neste
caso, as ninhadas também foram excluidas). Ainda, o critério adotado procurou
promover o mesmo tipo de estresse nas matrizes dos respectivos grupos,
fazendo com que a racdo se constituisse na Unica variavel entre os grupos.

Aos 21 dias, a fim de serem submetidos as diversas técnicas, os filhotes
machos foram pesados e identificados através de numeracao na cauda, sendo
dois de cada ninhada escolhidos aleatoriamente por sorteio, de forma a se
utilizar somente animais néo isogénicos. Os animais nao eleitos, bem como as

maes foram utilizados em outros estudos.

! Rhoster IndUstria e Comércio Ltda, Aracoiaba dasS&.P., Brasil.
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A partir do 22° dia, os animais que receberam a dieta protéica foram
mantidos com a mesma até completarem 42 dias, passando a constituir o
grupo controle, ou nutrido (N); os animais tratados com a dieta hipoprotéica
foram assim mantidos até completarem os 42 dias, constituindo o primeiro
grupo experimental, ou desnutrido (D). Animais mantidos com a dieta
hipoprotéica até os 21 dias e que passaram a receber a partir do 22° dia a dieta
protéica até atingirem a idade de 42 dias formaram o0 segundo grupo
experimental, ou renutrido (R).

Apos a formacéo dos grupos, procedeu-se ao monitoramento metabdlico
em gaiolas metabdlicas®, sendo mantido um animal por gaiola, sob estante
vertical apropriada, onde foram mensurados diariamente e no mesmo horario, o
peso corporal, a ingestdo de agua e racdo, e a excrecdo dos animais. Os
dados foram utilizados em outros estudos.

A figura 2 ilustra o protocolo experimental de maneira esquematica,
adaptado de Baptista (2008), e a figura 3 demonstra o tipo de monitoramento

utilizado na pesquisa.

2 TECNIPLAST®, modelo 3700M081, Buguggiate, VA, i#l
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Animais

Rattus norvegicus da linhagem Wistar Hannover

Excluséo dos filhotes
excedentes

Grupo Nutrido
(20% caseina)

12 Ninhadas

n=24N

l

10 dias

Prenha aprox. 15 dias
NASCIMENTO

21 dias

Desmame

21 dias

Eutanasia no
42° dia

12 Ninhadas
Desnutridas RENUTRIDAS

n=24D

/ ACASALAMENTO \

Sob racéo
Normoprotéica

Sob racéo

Hipoprotéica

Exclusédo dos filhotes
excedentes

Grupo Desnutrido
(5% caseina)

24 Ninhadas

12 Ninhadas

(sob ragdo
normoprotéica)

n=24R

Figura 2 - Representacdo esquematica da formacao dos grupos experimentais.
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Figura 3 - Monitoramento dos animais. A - Estante vertical com 12 gaiolas
metabolicas. B - Gaiola metabodlica, com seus diversos reservatorios:
garrafa de acondicionamento de agua (seta vermelha), recipiente de
armazenamento e verificacdo de desperdicio de ragcdo (seta amarela),
tubo coletor de agua desperdicada (seta verde), tubo coletor de fezes
(seta azul) e tubo coletor de urina (seta roxa).

3.2 Obtencéao da traquéia

Todos os animais de cada grupo (N, D e R) foram submetidos a
eutandsia em camara de diéxido de carbono® (CO.), tendo o seu peso
determinado momentos antes da eutanasia.

O procedimento para a retirada da traguéia iniciou-se com uma incisédo
na pele do abdome em sua regido mediana, proximo ao angulo costal. Apds a
exposicdo do processo xifoide do osso esterno e atingir-se a cavidade
peritoneal, procedeu-se a uma incisado transversal bilateral, paralela a margem
costal, a fim de se expor as visceras abdominais e 0 musculo diafragma cuja
remocao permitiu adentrar a cavidade toracica, visualizando-se os pulmdes e o
coracdo, além dos ligamentos esternopericardicos. A seguir foi realizada,
desde a abertura inferior até a abertura superior do térax, uma incisao bilateral
das costelas em forma de “V” invertido permitindo rebater superiormente, com

% Biotério do Departamento de Anatomia do ICB/USP.
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o auxilio de uma pinca, o plastrao esternocostal. O bloco contendo os pulmdes,
0 coracdo e a traquéia foi entdo retirado, apés incisdo transversal completa da
laringe. A traquéia (com a origem dos brénquios principais) foi dissecada sob
lupa cirdrgica, com o auxilio de pincas e tesoura oftalmolédgicas, pesada e

submetida as diversas técnicas.

3.3 Teécnica histoquimica da Nicotinamida Adenina Di  nucleotideo
diaforase - NADH-d

Para a realizacdo desta técnica foram utilizados cinco animais de cada
grupo (N, D e R). Apos a ligadura dos bronquios, foi injetada na luz da traquéia
quantidade suficiente de solucéo de Krebs (pH 7,4)*, que foram mantidas na
mesma solugdo por 30 minutos. Em seguida, os espécimes foram imersos por
5 minutos em soluc&do permeabilizante (Krebs contendo Triton X-100° a 0,3%),
logo apos foram submetidos durante 10 minutos a 3 lavagens em solucao de
Krebs e mantidos, por um periodo de 60 minutos, no seguinte meio de
incubacdo: 25 ml de solucdo estoque de NBT® (solucdo estoque na
concentracdo de 0,000125 mg/ml), 25 ml de tampéo fosfato de sédio® (0,1M),
50 ml de agua destilada e 0,05 g de B-NADH-d°> (GABELLA, 1969).

A reacdao foi interrompida com a imersédo dos espécimes em solucao de
formol a 10% em solugédo tampéo fosfato (PBS: 0,1M; pH 7,4). Preparados
totais de membrana da parede posterior das traquéias e brénquios foram
obtidos submetendo-se 0s espécimes a microdissec¢cao das camadas mucosa
e submucosa sob microscépio estereoscépico com transiluminacdo’ e material
oftalmolégico apropriado (pingas e tesouras). Os preparados totais de
membrana assim obtidos foram montados entre lamina e laminula, em meio a

glicerina tamponada.

41,3 g de NaHCOj3, 0,24 g de MgCl,6H,0, 0,44 g de KCI, 0,165 g de NaH,PO,, 7,05 g de NaCl

e 0,27 g de CaCl, em 1 litro de agua destilada.

® Sigma-Aldrich.

® Sinth®@BRA.

" Carl Zeiss Microimaging modelo Stemi SV6, Géttingalemanha. Laboratério de Anatomia Funcional
Aplicada a Clinica e Cirurgia - LAFACC.
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3.4 Técnica histoquimica da Nicotinamida Adenina Di  nucleotideo Fosfato
diaforase - NADPH-d

Cinco animais de cada grupo (N, D e R) foram utilizados para essa
técnica. Inicialmente foram ligados com fios de algodao os brénquios principais,
a fim de se injetar na luz da traguéia quantidade suficiente de PBS (pH 7,4).
ApoOs a ligadura da extremidade laringea, as traquéias foram imersas por um
periodo de 30 minutos em solucéo fixadora de paraformoldeido a 4% em PBS
e em seguida, mantidas por 10 minutos em solucéo de 0,3% de Triton X-100°
em PBS. Apos 3 lavagens em PBS durante 10 minutos, os espécimes foram
imersos por um periodo de 2 horas, no seguinte meio de incubacdo para a
evidenciacdo neuronal da NADPH-d: 8 mg de NBT®, 70 mg de B-NADPH®, em
100 ml PBS (ALBUQUERQUE JUNIOR, 2008) a 37 °C. Findo o periodo de
incubagéao, realizou-se uma incisdo longitudinal mediana na face ventral das
traquéias que foram lavadas por 3 vezes em PBS durante 5 minutos cada e em
seguida, mantidas em solucdo fixadora de paraformoldeido a 4% em PBS.
ApoOs a fixacdo, as traquéias foram dissecadas e montadas entre lamina e
laminula como preparados totais de membrana, conforme descrito no item

anterior.

3.5 Técnica histoquimica da Acetilcolinesterase - A ChE

Para a evidenciacdo da reatividade dos neurbnios a AChE
(KARNOWSKY; ROOTS, 1964; MIZUNO et al., 2007) foram utilizados cinco
animais de cada grupo (N, D e R). Apos a ligadura dos brénquios, a luz da
traquéia foi preenchida com solucdo de paraformoldeido a 4% em PBS,
permanecendo na mesma solucéo fixadora por um periodo de 1 hora a 4 °C.

Posteriormente as traquéias foram lavadas durante 12 horas em solugdo de

8 Sigma-Aldrich.
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Krebs (pH 6,0) contendo hialuronidase® e tetra-isopropil pirofosforamida (iso-
OMPA)? para inibir as colinesterases inespecificas (MABE; HOOVER, 2009).

A incubacdo foi realizada por um periodo de 18 a 24 horas a 4 °C sob
agitacdo, em um meio contendo 0,075 mg de acetilcolina®, 97,5 ml de PBS (pH
6,0), 7,5 ml de citrato de sédio (100mM), 15 ml de sulfato de cobre (30mM), 15
ml de agua destilada e 15 ml de ferricianeto de potassio (5mM), acrescentando-

se quantidade equivalente de solugéo contendo hialuronidase® e iso-OMPA™,

ApoOs o periodo de incubacdo, foram obtidos preparados totais de
membrana como previamente descrito (itens 3.3 e 3.4), que foram desidratados
em alcoois de gradacgdo crescente a comecar de 70° até passagem por 4 vezes
em alcool absoluto durante cinco minutos em cada fase. Apos diafanizados em
xilol por 3 vezes durante trés minutos, os espécimes foram montados entre

lamina e laminula com resina Entellan*?.

3.6 Técnica imuno-histoquimica para Substancia P (S P) e Peptideo

Intestinal Vasoativo (VIP)

Os procedimentos para a evidenciacdo da imunorreatividade dos
elementos do plexo tragueal a SP e ao VIP foram realizados em cortes
semisseriados de 10 um de espessura da traquéia de 3 animais de cada grupo
(N, D e R), de acordo com protocolo adaptado de Eustaquio-Silva (2010).

Os espécimes foram fixados em uma base de cortica utilizando-se meio
de inclusdo apropriado para criosseccdo®®. A fixacéo foi realizada de tal modo
gue o longo eixo da traquéia ficou perpendicular ao plano da base, a fim de ser
submetido a cortes transversais. Os espécimes assim preparados foram
mantidos durante 30 minutos em camara de um criostato'* a uma temperatura

de -25 °C, com a finalidade de permitir a solidificacdo do meio de inclusao.

2000 UTR Aspen.

192000 UTR Aspen.

! Sigma-Aldrich.

2 Merck, Darmstadt, Alemanha.

13 Killik, EasyPath (EP-51-20081).

14 eica Microsystems, Germany (CM 1850).
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Durante um periodo de 10 minutos, as laminas foram lavadas por trés
vezes com uma solucéo de PBS (pH 7.3) e em seguida incubadas, em camara
imida, em soro de cabra® a 10%, por um periodo de duas horas. A incubacao
com 0s anticorpos primarios anti VIP*® ou anti SP*°, na proporcéo de 1:200,
procedeu-se por um periodo de 24 horas a 4 °C. Ap6s nova lavagem em PBS
(trés vezes consecutivas durante 10 minutos), as laminas foram incubadas com
anticorpo secundario®® durante 1 hora em camara escura. As laminas foram
montadas com uma laminula, tendo como agente de adesdo o glicerol
tamponado®®, e mantidas a 4 °C e ao abrigo da luz, at¢ o momento de sua

andalise.

3.7 Técnica da Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

Foram utilizados 3 animais de cada grupo (N, D e R) para a avaliagao
tridimensional do plexo traqueal. Os animais foram anestesiados com solucéo
anestésica’’ (combinado de cloridrato de tiletamina e clorodrato de zolazepam,
na proporcdo de 0,8 ml/kg de peso corpéreo, i.m., dose anestésica), e
perfundidos através do ventriculo esquerdo com solucdo de Karnowsky
modificada (2% de paraformaldeido, 25% de glutaraldeido e tampéao fosfato 2M,
pH 7,4).

ApOs a retirada das traquéias como descrito no item 3.2, 0s espécimes
foram imersos na mesma solucgéo fixadora por um periodo minimo de 48 horas
a 4 °C quando entdo foram lavados em PBS, envoltos em papel aluminio e
colocados em recipiente metalico contendo nitrogénio liquido, para imediato
congelamento. Fragmentos das traquéias foram obtidos procedendo-se a

criofratura das mesmas, com instrumento apropriado (bastdo metalico).

Os fragmentos do 6rgdo assim obtidos foram pos-fixados por imerséo,
durante 2 horas, em uma solucdo aquosa de tetroxido de désmio a 1%
seguindo-se a desidratacdo em série crescente de alcodis, de 70% ao

15 Bachem - Peninsula Laboratories, USA.
16 Bachem - Peninsula Laboratories, USA.
17 Zoletil® 50, Virbac®.
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absoluto, permanecendo neste Ultimo até serem submetidos ao ponto critico®®.
Os fragmentos foram entdo devidamente fixados em bases metalicas
apropriadas, metalizadas com ions de ouro® e analisados em um microscépio

eletronico de varredura®.

3.8 Andlise quantitativa

A densidade e o numero estimado de ganglios e neurdnios do plexo
traqueal, bem como a determinagdo da area do perfil celular dos neurénios
ganglionares foram efetuados sob microscopia de luz, nos preparados de
membrana submetidos as técnicas da NADH-d e NADPH-d. Para tanto, foram
empregados métodos morfométricos estabelecidos de acordo com a amostra,
conforme descrito por Mandarim-de-Lacerda (1995).

3.9 Tratamento estatistico

Os dados estéo representados por média e desvio padrdo. Os dados do
peso corporal e peso traqueal foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) com 1 fator (grupo), comparando os grupos N, D e R. Os dados do
namero de neurbnios, numero de ganglios, nimero de neurdnios por ganglio,
area neuronal e area ganglionar foram submetidos a andlise de variancia com 2
fatores (grupo e regiao), com o objetivo de comparar os grupos do estudo e as
regides cervical e toracica da traquéia. Quando necessario prosseguiu-se a
analise com comparagfes mdltiplas pelo método de Tukey. A suposi¢do de
homogeneidade de variancias foi verificada e quando necessario empregou-se

transformacdo nos dados. Somente para a analise da razdo peso

18 BAL-TEC, modelo CPD-030, Schalksmiihle, Alemanhep&rtamento de Anatomia ICB/USP.

19 BALZERS, modelo SCD-040, Reinraumtechnik Lanz, mdmha. Departamento de Anatomia
ICB/USP.

2| EO, modelo 435 VP, Departamento de Anatomia doisndis Domésticos e Silvestres da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
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traqueal/corporal foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. Foi adotado como nivel de
significancia p < 0,05 (ZAR, 1984).
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4 RESULTADOS



4.1 Caracteristicas gerais dos animais: ninhadas, m  onitoramento e

aspectos macroscopicos

Com a utilizacdo do protocolo experimental anteriormente descrito e do
monitoramento em gaiola metabdlica foram notadas algumas diferencas fisicas
e comportamentais entre os grupos avaliados no presente experimento (N, D e
R). Assim, as ninhadas dos animais D eram mais numerosas que as do grupo
N, ou seja, enquanto as ninhadas do grupo D apresentavam de 12 a 17
filhotes, aquelas do grupo N variavam de 6 a 13 filhotes. Comparativamente
aos filhotes do grupo N, os do grupo D apresentaram o desenvolvimento tardio
dos pelos, que eram uniformemente escasso, curto e menos vistoso, além de
ser frequente a visualizacdo de areas com alopecia. Animais do grupo N, por
volta do 14° dia de vida, mostravam-se bastante ativos e dispersos na caixa
plastica, diferentemente do observado nos filhotes do grupo D, ficavam sempre

agrupados e com comportamento apatico.

ApoOs o desmame, os animais foram monitorados individualmente em
gaiola metabdlica, e foi observado que, em determinados dias, os animais de
todos os grupos mostravam-se ativos e reativos tentando escapar da
manipulag¢do ou, ao contrario ficavam hipoativos, letargicos. Com relacdo aos
animais do grupo D néo era dificil encontra-los recolhidos no recipiente de
racao da gaiola metabdlica. Durante o monitoramento, alguns animais do grupo
D manifestaram sudorese intensa, detectada pela presenca de vapor na tampa
superior da gaiola. Somente nas gaiolas dos animais do grupo R, no inicio do
fornecimento da racdo protéica, observou-se fezes pastosas, provavelmente
decorrente da readaptacdo alimentar. Particularmente, os animais do grupo N
dificilmente se encontravam hipoativos; ao contrario, mostravam-se reativos a
manipulacdo, sempre atentos a movimentagdo na sala e, de certo modo,

receptivos com relacdo ao manejo diario.

Quanto ao comprimento, os animais do grupo R assemelharam-se aos
animais do grupo N, e os animais do grupo D exibindo, praticamente, a metade

do comprimento destes (Figura 4).
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Figura 4 - Comprimento dos animais de todos os grupos (N, D e R).

Relativamente ao peso corporal, apesar da semelhanca com os animais
do grupo N, o peso corporeo dos animais do grupo R ndo alcangou o do grupo
controle, e o peso dos animais do grupo D ficou muito aquém do verificado

para os outros dois grupos.

Dados sobre os parametros peso corporal, peso traqueal e razdo peso

traqueal/peso corporal estédo expressos na tabela 1 e figuras 5-7.
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Tabela 1 - Média (+ DP) dos pesos corporal (g) e traqueal (g) e razdo peso
tragueal/peso corporal (%) dos animais dos grupos N, D e R.

Parametros Nutridos Desnutridos Renutridos
Peso corporal 153,94+21,20* 23,81+7,39* 100,92+23,86*
Peso traqueal 0,14+0,02* 0,03+0,02* 0,08+0,03*

Peso traqueal/peso
0,0009+0,0001 0,0013+0,0006* 0,0007+0,0002

corporal
*p<0,05
200 - 0,180 -
180 - 0,160 -
=140 - 100 -
5120 - % 100 |
'3100 EDDBD 1
o 80 o'
ﬁ 60 - d&_h,uau .
40 0040
20 - 0,020 A
0 - 0,000 -
N D R N D R
Figura 5 - Comparacao grafica do peso Figura 6 - Representacdo gréfica do peso
corporal dos animais de todos traqueal dos animais de todos
os grupos (N, D e R) (g9). os grupos (N, D e R) (g).
0,0020 -
$0,0018 -
£0,0016 -
©0,0014 -
$0,0012 -
*0,0010 -
$0,0008 -
£0,0006 -
$0,0004 -
& 0,0002 -
0,0000 -

N D R

Figura 7 - Comparacado grafica da porcentagem de peso
traqueal em razdo ao peso corporal dos
animais de todos os grupos (N, D e R) (%).

61



A andlise dos dados permitiu verificar que os animais do grupo D
apresentaram o peso corporal muito menor que o obtido nos demais grupos e
gue, muito embora o peso corporal dos animais do grupo R tenha se
aproximado do grupo N, ap0s a analise estatistica, foi identificado diferenca
significante entre estes (N e R) (p<0,05), deste modo, pode-se identificar que
os animais do grupo N s&o maiores que 0s animais dos grupos experimentais e
gue, entre os dois grupos experimentais (D e R), os animais do grupo R séo
maiores que os do grupo D (p<0,05). O peso traqueal seguiu 0 mesmo padréo
de distribuicdo do peso corporal, onde o peso traqueal do grupo N € maior que
os demais e que, entre 0s dois grupos experimentais, o grupo R é maior que o
grupo D, todavia a razdo peso tragueal/peso corporal, expressa em
porcentagem, foi maior nos animais dos grupos D e N, nao diferindo entre si,

sendo que os animais do grupo R apresentaram a menor média (p<0,05).

Durante o procedimento de retirada das traquéias, ao final dos 42 dias
de tratamento, observou-se nos animais do grupo D uma pele delgada e tecido
adiposo subcutaneo praticamente ausente. A musculatura da regidao do
abdome era translucida, a ponto de permitir a visualizacao das visceras a olho
desarmado. Nesses animais, as costelas eram facilmente seccionadas durante

0 processo de abertura do térax, comparativamente aos animais N e R.

A quantidade de tecido adiposo dos animais do grupo N depositado nas
extremidades cervicais e toracicas da traquéia, particularmente nesta ultima,
era maior que a verificada nos animais do grupo R; e nos animais do grupo D,
era praticamente inexistente. Devido a natureza cartilaginea hialina dos anéis
traqueais, as traquéias brilhantes dos animais dos grupos N e R, com mucosa
facilmente destacavel, contrastavam com aquelas translicidas e de mucosa

fortemente aderida dos animais do grupo D.
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4.2 Anélise qualitativa

4.2.1 Caracteristicas gerais do plexo tragueal

Nos trés grupos estudados (N, D e R), o plexo traqueal caracterizou-se
por apresentar dois troncos principais (D e E), que percorrem longitudinalmente
a face posterior da musculatura traqueal, préximo a insercdo desta com 0s
aneéis traqueais. A partir desses troncos, observam-se feixes nervosos de
diferentes diametros (primarios, secundarios e terciarios) que constituem uma
malha sem orientagdo definida, disseminada sobre a superficie da musculatura
traqueal. Prolongamentos terciarios foram detectados, em alguns casos, entre

0S anéis traqueais.

Ganglios nervosos foram encontrados no tronco principal, nos feixes
primarios e secundarios do plexo. Esses ganglios apresentam em seu interior,
guantidade variavel de neurbnios, fazendo com que assumissem 0Ss mais
diferentes formatos. Desta forma, foram verificados ganglios cuja quantidade
de neurdnios variou de 2 a 48. Relativamente, poucos neurénios isolados foram

encontrados no interior de feixes nervosos (Figuras 8, 9, 10, 23).
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E-GN

Figura 8 - Caracteristicas gerais do plexo traqueal de ratos. A - Vista posterior da
traquéia e dos brénquios principais. A seta indica o nervo laringeo
recorrente. B - Troncos longitudinais exibindo géanglios ao longo do seu
trajeto (setas). C-E - Ganglios de diferentes formatos e tamanhos, com
quantidade variavel de neurbnios. (A - NADH-d; B-E - AChE). (Barras de
calibracdo: A - 500 um; B, C, E - 100 um; D - 50 pum).
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Figura 9 - Caracteristicas gerais do plexo traqueal de ratos. A - Troncos nervosos
principais (T) de trajeto longitudinal cujas ramificacbes assumem direcéo
obligua ou transversal em relacdo ao longo eixo da traquéia, formando
uma rede de malhas irregulares (setas longas). Notar os ganglios
dispostos ao longo dos feixes (setas curtas). B - Regido de bifurcagéo da
traquéia em brénquios principais onde se observa a continuidade dos
feixes nervosos principais do plexo traqueal, bem como dos géanglios e da
malha (T - traquéia; P - brénquios principais). C - Continuidade da
inervacao nos brénquios lobares, com feixes e ganglios colinérgicos. No
detalhe, fibras colinérgicas entre os anéis cartilagineos (seta). (A-C -
AChE). (Barras de calibragdo: A-C - 200 pum).
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D-GNi.

Figura 10 - Caracteristicas gerais do plexo traqueal de ratos. A, B, D - Observar a
variedade de formatos dos ganglios relativos a quantidade de neurdnios no
seu interior. C - Neurdnios contidos no interior dos feixes nervosos.
Observar, em destaque, dois neurbnios e seus prolongamentos
intensamente reativos. (A-D - AChE). (Barras de calibragéo: A, B, D, C -
20 pm, C - 50 pm).
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4.2.2 Morfologia dos géanglios e neurdnios do plexo traqueal reativos a
NADH-d

Através dessa técnica demonstrou-se que, além da grande variabilidade
no formato dos ganglios, os neurdnios ganglionares apresentaram diferentes
tamanhos. Em todos os grupos (N, D e R), neurdnios grandes, médios e
pequenos foram detectados, n&o existindo diferencas entre o0s grupos
estudados, relativamente a esse aspecto. Grande quantidade de células
satélites também foi detectada através dessa metodologia no interior dos

ganglios, que exibiram espacos amplos, somente nos animais do grupo D.
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Figura 11 - Caracteristicas gerais do plexo traqueal evidenciado pela técnica da
NADH-d do Grupo N. A - Ganglio alongado constituido por duas fileiras
de neurdnios de diferentes tamanhos e formatos. Notar os feixes de fibras
nervosas (setas) paralelas ao ganglio e um tronco nervoso principal
(cabecas de seta). B - Ganglio contendo neurdnios pequenos (p), médios
(m) e grandes (g). C, D - Ganglios arredondados com poucos neurdnios e
grande quantidade de células satélites preenchendo o espaco entre 0s
neurdnios (circulo). (Barras de calibracédo: A-D - 50 um).
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C-GD Wit D-GR . —

Figura 12 - Plexo traqueal evidenciado pela técnica da NADH-d dos grupos D (A, C) e R
(B, D). A - Ganglio de tamanho grande contendo diversos neurénios. B -
Ganglios com formatos e tamanhos diferentes (setas). Notar os feixes de
fibras destinados aos ganglios (cabecas de setas), partindo de um tronco
nervoso principal (*). C - Ganglio com amplos espagos (*) entre os neurdnios
de diferentes tamanhos. Notar a grande quantidade de neurdnios pequenos
(setas). D - Neurbnios pequenos (p), médios (m) e grandes (g) presentes no
interior de um géanglio. (Barras de calibragcédo: A-B - 50 um; C-D - 20 um).
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= F-GR . :

Figura 13 - Caracteristicas gerais dos géanglios pertencentes ao plexo traqueal,
evidenciados pela técnica NADH-d dos grupos N (A-B), D (C-D) e R (E-

F). A-F - Ganglios com diferentes tamanhos e formatos. A-B - Ganglios
apresentando estreita relacdo com feixe nervoso (seta). C-D - Ganglios

com espacos amplos no seu interior (*). E-F - Ganglios com formato

irregular, com grande quantidade de neurdnios no seu interior. (Barras de

calibracéo: A-F - 50 pum).
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Figura 14 - Caracteristicas gerais dos neurbnios que compde o plexo traqueal,
evidenciados pela técnica NADH-d dos grupos N (A-B), D (C-D) e R (E-
F). A-F - Notar a variedade de formatos apresentado pelos neurénios de
todos os grupos (N, D e R). Observar prolongamentos axonais em muitos
neurénios (setas). (Barras de calibracdo: A-F - 10 um).
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4.2.3 Morfologia dos géanglios e neurdnios do plexo traqueal reativos a
NADPH-d

Essa reacao, utilizada para diferenciar neurénios nitrérgicos, permitiu
identificar, principalmente, as diferentes intensidades de reac&o dessas células.
Em todos os grupos estudados, foram detectados neurdnios intensa ou
fracamente reativos nos mais variados formatos de ganglios, ndo sendo

possivel determinar diferencas significantes entre os grupos (N, D e R).

Como caracteristica comum aos trés grupos (N, D e R), deve-se
ressaltar a presenca de amplos espacos no interior dos ganglios, nédo

necessariamente significando auséncia de neurdnios (Figuras 15-18).
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C-GN

Figura 15 - Plexo traqueal evidenciado pela técnica da NADPH-d de animais do grupo
N. A - Ganglio contendo neurbnios de reatividade homogénea,
destacando-se um agrupamento de células satélites (setas). B - Neurénios
pequenos (p), médios (m) e grandes (g). C - Ganglio com poucos
neurbnios reativos e espacos (*), provavelmente preenchidos por
neurdnios ndo nitrérgicos. D - Feixe nervoso interganglionar espesso,
contendo neur6nios fracamente reativos (setas). (Barras de calibracdo: A,
C,D-50 um; B - 20 um).
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Figura 16 - Plexo traqueal evidenciado pela técnica da NADPH-d dos grupos D (A) e R
(B-C). A - Ganglios de diferentes tamanhos (setas). Notar a inter-relacdo a
partir de um feixe nervoso principal (cabecas de setas). B - Aspecto geral
de um ganglio contendo poucos neurdnios com reatividade relativamente
homogénea e espacos no seu interior (*). C - Neurbnios de diferentes
formatos e tamanhos (p, m e g). Notar que, independentemente do
tamanho, a intensidade de marcagéo é aparentemente a mesma em todos
0s neurbnios. (Barras de calibragéo: A, C - 50 um; B - 20 um).
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Figura 17 - Caracteristicas gerais dos géanglios pertencentes ao plexo traqueal,
evidenciados pela técnica NADPH-d dos grupos N (A-B), D (C-D) e R (E-
F). A-F - Diversos formatos e tamanhos dos ganglios de todos os grupos
(N, D e R). A - Ganglios com grande quantidade de neurénios, contendo
neurbnios fortemente (seta curta), moderadamente (cabeca de seta) e
fracamente reativos (seta longa). B - Ganglio alongado, paralelo a um
feixe de fibra nervosa. C - Géanglio com formato espiral, constituido por
neurbnios pequenos (p), médios (m) e grandes (g). D - Ganglio
apresentando amplos espacos (*) entre neurbnios com variadas
intensidades de marcacdo. E - Ganglio apresentando neurdnios com
reatividade homogénea. F - Ganglio com grande quantidade de
neurbnios, notar a presenca de um feixe nervoso muito proximo. (Barras
de calibragéo: A-E - 50 um; F - 100 pm).



F-GR
Figura 18 - Caracteristicas gerais dos neurdnios componentes do plexo traqueal,
evidenciados pela técnica NADPH-d de todos os grupos N (A-B), D (C-D)
e R (E-F). A-F - Neurbnios intensamente reativos, circundados por
diversas células satélites. Notar a variedade de formatos apresentados
pelos neurdnios de todos os grupos (N, D e R). Observar neurbnios com
formato alongado, ovoide, circular. (Barras de calibragcédo: A - 25 um; B-F

- 10 pm).



4.2.4 Morfologia dos géanglios e neurdnios do plexo traqueal reativos a
AChE

A presenca de feixes nervosos intensamente reativos mostrou-se um
aspecto caracteristico a todos os grupos analisados (N, D e R). Assim como
observado com o uso das outras técnicas (NADH-d e NADPH-d), a morfologia
dos ganglios exibiu grande variabilidade, relativamente ao numero de

neurdnios contidos em seu interior.

Ao se avaliar a reatividade dos neurdnios ganglionares a AChE,
verificou-se que, particularmente nos grupos N e R, a grande maioria dessas
células exibiu intensa reatividade, tendo sido detectados poucos neurénios com
moderada ou fraca reatividade; de modo contrario, no grupo D, a maior
quantidade de neurbnios exibiu moderada reatividade ou apresentaram-se

fracamente reativos (Figuras 19-21).
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Figura 19 - Plexo traqueal evidenciado pela técnica da AChE de animais do grupo N. A
- Ganglio com grande quantidade de neurbnios exibindo reatividade
intensa (seta longa) ou moderada (seta curta). B - Neurbnios com
citoplasma fracamente reativo. Comparar com o neurdnio da figura C,
intensamente reativo. (Barras de calibracdo: A - 50 um; B-C - 5 um).
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: D-GD E-GD
Figura 20 - Plexo traqueal evidenciado pela técnica da AChE de animais do grupo D.

A, C - Ganglios com grande quantidade de neurbnios, muitos deles
exibindo fraca reatividade (setas). B, E - Neurbnios intensamente reativos
observados no interior dos feixes nervosos. D - Ganglio com apenas dois
neurdnios, exibindo fraca reatividade. (Barras de calibragéo: A-E - 20 um).
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C-GR

— D-GR -
Figura 21 - Plexo traqueal evidenciado pela técnica da AChE de animais do grupo R.

A, B - Ganglios com grande quantidade de neurdnios intensamente
reativos. C - Ganglio pequeno, contendo neurbnios intensamente reativos.

D - Neurbnio intensamente reativos contido no interior de um feixe
nervoso. (Barras de calibracdo: A-D - 20 um).
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4.2.5 Morfologia dos neurdnios do plexo traqueal re  ativos a SP e ao VIP

A figura 22 demonstra aspectos comparativos do plexo traqueal entre os
grupos N, D e R, evidenciados pelas técnicas imuno-histoquimicas da SP e do
VIP. Analisando as duas técnicas conjuntamente, de um modo geral, poucos
neurdnios, em todos 0s grupos, demonstraram intensa imunorreatividade, tanto
para a SP quanto para o VIP. Ao se correlacionar a imunorreatividade com o
tamanho dos neurdnios, verificou-se que 0S poucos que se apresentaram
intensamente imunorreativos, eram aqueles de tamanho pequeno, em todos os

grupos analisados (N, D e R).
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F-GR

Figura 22 - Fotomicrografias exibindo a imunorreatividade do plexo traqueal a SP (A, C
e E) e ao VIP (B, D e F) dos grupos N (A-B), D (C-D) e R (E-F). Notar a
variabilidade dos génglios quanto ao tamanho e nimero de neurénios e a
proporcdo pequena de neurdnios exibindo intensa reatividade (setas),
exceto em D, onde os neurdnios apresentaram-se fracamente reativos ou
com nenhuma reatividade. (Barras de calibragédo: A-F - 20 um).
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4.2.6 MEV dos componentes do plexo traqueal

Todas as caracteristicas gerais descritas sobre os componentes do
plexo traqueal no item 4.2.1 foram observadas sob o aspecto tridimensional,
proporcionado pela MEV. Assim, inicialmente, os aspectos da malha do plexo,
de aspecto pantografico, foram confirmados sendo possivel se visualizar,

nitidamente, os feixes primarios, secundarios e terciarios (Figura 23).

A morfologia dos ganglios descrita nas observacbes das preparacdes
histoquimicas pode ser melhor avaliada sob MEV. Desta forma, constatou-se
gue o0s ganglios, anexados aos espessos feixes a malha priméaria,
apresentavam corpos neuronais compactados em seu interior, formando pelo

menos duas camadas (Figura 24).

Aos ganglios estdo anexados feixes de fibras nervosas de pequeno
diametro, provenientes das malhas terciarias, cujos prolongamentos podem ser
observados distribuidos no interior do ganglio, entre 0s corpos neuronais
(Figuras 25C, 27D).

Através dos diferentes métodos de corrosdo empregados verificou-se a
presenca de uma cépsula ganglionar constituida por fibrilas colagenas que, a
maneira de uma rede, contém 0s corpos neuronais de tamanhos pequeno,

meédio e grande (Figuras 26, 27).
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Figura 23 - Eletronmicrografias de varredura do plexo traqueal. Aspectos gerais da
malha constituida pelos feixes de fibras nervosas. A - Observar a
disposicéo do feixe constituinte da malha primaria (seta amarela) dirigindo-
Se aos espacos entre 0s anéis traqueais (setas verdes). B - Distribuicao da
malha do plexo, de aspecto pantografico, sobre a musculatura traqueal. C -
Em maior aumento, os aspectos dos feixes constituintes das malhas
primaria (seta amarela), secundaria (seta azul) e terciaria (seta vermelha).
D - Destacam-se as delgadas fibrilas constituintes da malha terciaria (seta
vermelha) provenientes da malha secundaria (seta azul). (Barras de
calibracdo: A-D - 100 um).
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Figura 24 - Constituintes do plexo traqueal evidenciados sob as técnicas de
microscopia de luz (A) e eletrénica de varredura (B). Notar, em ambas
as técnicas, a morfologia e a disposicdo dos neurdnios no interior dos
ganglios (G), bem como a estreita relacdo destes com o feixe de fibras
nervosas constituintes das malhas do plexo (*). (A - NADPH-d). (Barras
de calibracdo: A - 25 um; B - 30 um).
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Figura 25 - Constituintes do plexo traqueal evidenciados pelas técnicas de microscopia
de luz (A) e eletrbnica de varredura (B-D). Notar em A, 0s corpos
neuronais (seta) no interior do ganglio (G) e o feixe de fibras nervosas
anexas (*). Em B, ganglio com cépsula parcialmente corroida e delgados
feixes de fibras nervosas penetrando no seu interior (seta). C - Feixe
espesso de fibras nervosas anexas ao géanglio (*) e corpos neuronais
(seta) evidenciados através da capsula do ganglio parcialmente corroida. D
- Feixe de fibras nervosas das malhas do plexo (*) e fibrilas colagenas
constituintes da capsula ganglionar, remanescentes do processo de
corrosdo ao qual foi submetida. (A - NADPH-d). (Barras de calibragdo: A -
25 um, B - 30 pm; C - 100 pum; D - 3 um).
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Figura 26 - Eletronmicrografias de varredura evidenciando ganglios do plexo traqueal
em diferentes fases do processo de corrosdo da capsula ganglionar. Notar
em A, o inicio da corrosdo, com 0s corpos neuronais salientando-se sob a
capsula. B-C - Fase mais adiantada, evidenciando-se 0s corpos neuronais
e alguns resquicios das fibrilas colagenas da capsula. D - Estagio
avancado do processo de corrosdo, onde se verifica o inicio da digestéao
dos corpos neuronais. (Barras de calibracdo: A - 30 um; B - 20 um; C - 100
pm; D - 10 um).
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Figura 27 - Neurdnios constituintes dos ganglios do plexo traqueal evidenciados pelas
técnicas de microscopias de luz (A) e eletrbnica de varredura (B-D). A,C -
Notar os diferentes tamanhos dos corpos neuronais - p: pequeno; m:
médio; g: grande. Em D a seta indica um feixe da malha terciéria interposto
entre 0s corpos neuronais. (A - NADPH-d). (Barras de calibragcédo: A - 25
pm; B-C - 30 um; D - 10 um).

4.3 Aspectos quantitativos

Neste item, serdo descritos os resultados referentes ao nUmero total e a
area do perfil dos neurbnios e ganglios, reativos as técnicas NADH-d e
NADPH-d.

4.3.1 Namero de neurénios e de ganglios reativosa  NADH-d

O numero de neurdnios variou de 151 a 381 no grupo N, de 43 a 534 no
grupo D e de 171 a 411 no grupo R. O nimero médio de neurdnios foi de 242,6
(¥100,2) para o grupo N, de 279,2 (£194,1) para o grupo D e de 274,2 (+x107,4)
para o grupo R (Figura 28).
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Figura 28 - Representacdo gréfica da média (xDP) do ndmero total de neurdnios
reativos a NADH-d nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido

(R).

A analise estatistica permitiu verificar que nao existe diferenca entre as
médias dos diferentes grupos (p=0,941); todavia, verificou-se uma tendéncia
para um aumento na média dos neurénios do grupo D.

Quando se analisou o numero de ganglios verificou-se que esse niamero
variou de 18 a 41 no grupo N; de 3 a 63 no grupo D e de 27 a 59 no grupo R.
Quanto ao numero médio, o grupo N apresentou 31,6 (+10); o grupo D 30,4
(x22) e o grupo R, 40,8 (x¥15,4) géanglios. Ao se avaliar estatisticamente esses
dados verificou-se nao existir diferenca significante para essa variavel entre os
grupos (p=0,512). A figura 29 apresenta os dados referentes a média do
namero total de ganglios do plexo traqueal nos diferentes grupos.

Ao se relacionar a média da razdo neurénios reativos & NADH-d por
ganglio (neurbnios/ganglio), observou-se que as razfes minima e maxima
foram, respectivamente, de 5,8 e 9,3 no grupo N; de 7,7 e 14,3 no grupo D e de
53 e 8 no grupo R. Quanto ao numero médio de neurbnios por ganglio
observou-se para o grupo N 7,6 (¥1,5), 10,1 (£2,7) para o grupo D e 6,7 (¥1) o
grupo R.
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Figura 29 - Representacdo gréfica da média (xDP) do numero total de ganglios
reativos a NADH-d nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido
(R).

Apds a analise estatistica verificou-se diferenca significativa entre os
grupos D e R, evidenciando maior razdo neurénios/ganglio no grupo D do que
no grupo R (p<0,05). Ao se comparar os grupos D e R com o grupo controle
(N), ndo foram observadas diferencas significantes (p>0,05) (Figura 30).
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Figura 30 - Representacao grafica da média (+xDP) da razéo neurbnios/ganglio reativos
a NADH-d nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido (R).
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Ao se avaliar entre os grupos (N, D e R) os dados referentes ao numero
de neurbnios e de ganglios e a razdo neurbnios/ganglio nas metades
cervical e toracica da traquéia, obteve-se os dados a seguir. Relativamente ao
namero total de neurdnios, independentemente dos grupos, a metade toracica
apresentou maior quantidade de neurdnios (p<0,001), tendo sido verificado o
mesmo para o0 numero total de géanglios (p<0,001) e para a razédo
neurénios/ganglio (p<0,05) (Figuras 31-33).
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Figura 31 - Distribuicdo do numero total (xDP) de neurdnios reativos a NADH-d nas
metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).
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Figura 32 - DistribuicAo do numero total (+DP) de génglios reativos & NADH-d nas
metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).
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Figura 33 - Distribuicdo da média (+DP) da raz&o neurdnios/ganglio reativos a NADH-d
nas metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).

4.3.2 Namero de neurénios e de ganglios reativosa  NADPH-d

O numero de neur6nios variou de 94 a 366 no grupo N, de 201 a 443 no
grupo D, de 136 a 432 no grupo R. O numero médio de neurdnios foi de 215,8
(x97,7) para o grupo N, de 320,8 (£98,7) para o grupo D e de 292 (¥120,8) para
0 grupo R (Figura 34).
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Figura 34 - Representacdo gréfica da média (xDP) do ndmero total de neurdnios
reativos a NADPH-d nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido

(R).
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A analise estatistica permitiu observar que n&o existe diferenca
estatistica entre as médias dos diferentes grupos (p=0,292); todavia, verificou-
se uma tendéncia para um aumento na média dos neurénios do grupo D.

A figura 35 apresenta os dados referentes a média do numero total de
ganglios. Quando se avalia o numero total de ganglios, verificou-se que esse
namero variou de 15 a 40 no grupo N; de 22 a 53 no grupo D e de 21 a 45 no
grupo R, sendo o nimero médio de 32,6 (+10,3) para o grupo N; 38 (x11,7)
para o grupo D e 31,8 (£9,3) para o grupo R. Ao se avaliar estatisticamente
esses dados, verificou-se nao existir diferenca significante para essa variavel
entre os grupos (p=0,649) (Figura 35).
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Figura 35 - Representacdo gréfica da média (xDP) do numero total de ganglios
reativos & NADPH-d nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido
(R).

Ao se relacionar a média da razado neurdnios reativos a NADPH-d por
ganglio (neurbnios/ganglio), observou-se que as razfes minima e maxima
foram, respectivamente, de 5 e 9,2 no grupo N; de 6,9 e 13 no grupo D e de 6,5
e 11,1 no grupo R. Quanto ao numero médio de neurdnios por ganglio
observou-se para o grupo N 6,6 (x¥1,6), 8,7 (¥x2,6) para o grupo D e 8,9 (¥1,7)
para o grupo R. Apds analise estatistica dos dados, constatou-se que ndo
houve diferenca significante entre os grupos estudados (p=0,162); porém, a

menor média foi observada no grupo N. (Figura 36).
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Figura 36 - Representacao gréafica da média (+DP) da razéo neurbnios/ganglio reativos
a NADPH-d nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido (R).

Ao se avaliar entre os grupos (N, D e R) os dados referentes ao nimero
de neurbnios e de ganglios e a razdo neurbnios/ganglio nas metades
cervical e toracica da traquéia, obteve-se os dados a seguir. Relativamente ao
namero total de neurdnios, independentemente dos grupos, a metade toracica
apresentou maior quantidade de neurdnios (p<0,001), tendo sido verificado o
mesmo para o numero total de géanglios (p<0,001) e para a razédo
neurénios/ganglio (p<0,05) (Figuras 37-39).
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Figura 37 - Distribuicdo do numero total (+DP) de neurdnios reativos a NADPH-d nas
metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).
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Figura 38 - Distribuicdo do numero total (xDP) de géanglios reativos & NADPH-d nas
metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e

Renutrido (R).
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Figura 39 - Distribuicdo da média (xDP) da

BN
ab

Cervical

razdo neurdnios/ganglio reativos a

NADPH-d nas metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N),

Desnutrido (D) e Renutrido (R).

4.3.3 Area do perfil dos neurénios e ganglios reati  vos & NADH-d

A area do perfil neuronal do grupo N variou de 412,4 pm? a 504,8 pm?
(com média de 455,6+34,7 pm?); de 101,7 pm? a 221,5 pm? (com média de
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146+47,5 um? no grupo D e de 166,8 pm? a 363,1 um? (com média de
268,8+71,4 pm?) no grupo R (Figuras 40 e 41).
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Figura 40 - Distribuicdo da area média do perfil celular NADH-d reativos (um?) nos
grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido (R).
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Figura 41 - Representacao gréafica da média (tDP) da area dos neurénios reativos a
NADH-d nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido (R).

Ao se analisar os dados da figura 40, verificou-se que a maior
concentracdo neuronal do grupo N encontra-se no intervalo de 300 a 400 um?,

representando 26,8% dos neurénios; no grupo D foram encontrados 59,3% dos
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neurdnios no intervalo de 100 a 200 pm? sendo que para o grupo R, a maior
concentracdo dos neurénios encontra-se no intervalo de 200 a 300 pm? com
30,2%.

Quanto as médias (Figura 41), foram observadas diferencas estatisticas
entre todos os grupos (p<0,05). Assim, os neurbénios do grupo N sdo maiores
em relagdo aos neurdnios dos grupos experimentais D e R; quando estes sé&o
comparados entre si, 0s neurdnios do grupo R sdo maiores do que aqueles do
grupo D.

A area do perfil ganglionar no grupo N variou de 2910,8 um? a 6890,5
um? (com média de 4595,1+1607,2 um?), de 1542,7 pm? a 2590 pm? (com
média de 2007+447,9 pm? no grupo D e de 1486 um? a 3558,4 pm?® (com
média de 2555,6+748,2 um?) no grupo R (Figuras 42 e 43).
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Figura 42 - Distribuicdo da area média do perfil ganglionar NADH-d reativos (um?) nos
grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido (R).
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Figura 43 - Representacdo gréfica da média (xDP) da &rea dos ganglios reativos a
NADH-d nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido (R).

Ao se analisar os dados da figura 42, verificou-se que a maior
concentracdo ganglionar de todos os grupos (N, D e R) encontra-se no
intervalo de 0 a 3000 um?, representando no grupo N 59,61% dos ganglios, no
grupo D, foram encontrados 84,21% dos ganglios e para o grupo R, 76,59%.

Quanto as médias (Figura 43), foram observadas diferencas estatisticas
entre os ganglios do grupo N quando comparados com os grupos D e R
(p<0,05), sendo os ganglios do grupo N maiores do que os demais, nao tendo
sido observada diferenca estatistica quando os grupos D e R sdo comparados
entre si (p>0,05).

Ao se avaliar entre os grupos (N, D e R) os dados referentes a area do
perfil neuronal e ganglionar nas metades cervical e toracica da traquéia
verificou-se existir diferenca significante entre os grupos (p<0,05) em relacdo a
area do perfil neuronal. Desta forma, os neurénios do grupo N apresentaram-se
maiores do que os neurdnios dos grupos D e R e, entre estes, 0s neurénios do
grupo R sdo maiores que os do grupo D, tanto na metade cervical, quanto na
metade toracica da traquéia (Figura 44).
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Figura 44 - Distribuicdo da area média (xDP) de neurbnios reativos a NADH-d nas
metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).

Na figura 45 estdo expressos os dados referentes a distribuicdo da area

do perfil neuronal nas metades cervical e toracica da traquéia.
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Figura 45 - Distribuicdo da area média do perfil neuronal NADH-d reativos (um?) nas

metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).

A andlise da figura permitiu verificar que no grupo N, 31,1% dos
neurdnios da metade cervical e 22,6% dos neurbnios da metade toracica
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encontravam-se entre 300 e 400 umz; no grupo D, a concentracdo dos
neurdnios da metade cervical e toracica encontrava-se entre 100 e 200 pm?
(55,3% e 62,6%, respectivamente) e no grupo R, 31,2% dos neurdnios da
metade cervical concentravam-se no intervalo entre 100 e 200 pm? e 32% da
metade toracica, no intervalo compreendido entre 200 a 300 pm?.

Quando analisada a area do perfil ganglionar, foi observada diferenca
significante entre os grupos N, D e R (p<0,05). Assim, verificou-se que 0s
ganglios do grupo N sédo maiores do que os ganglios dos grupos D e R e, entre
estes, ndo houve diferenca (p>0,05) (Figura 46). Ao se comparar as metades
cervical e toracica, independente do fator grupo, observou-se diferenca
significante (p=0,001), ou seja, 0s ganglios da metade toracica sdo maiores do

gue os ganglios da metade cervical.
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Figura 46 - Distribuicdo da area média (+DP) dos ganglios reativos & NADH-d nas
metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).

Na figura 47 estdo expressos os dados referentes a distribuicdo da area

do perfil ganglionar nas metades cervical e toracica da traquéia.
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Figura 47 - Distribuicdo da area média do perfil ganglionar NADH-d reativos (um?) nas
metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).

Ao se analisar os dados acima, verificou-se que a maior concentracao
dos ganglios de todos os grupos (N, D e R) estavam no intervalo entre 0 e 3000
um?, sendo assim, no grupo N verificou-se na metade cervical 73,52% e na
metade toracica 55,74% dos seus ganglios. No grupo D, a maior concentracéo
dos ganglios das metades cervical e toracica foi, respectivamente de 88,64% e
82,41% e no grupo R, 84,62% da metade cervical e 75,43%, da metade

torécica.
4.3.4 Area do perfil dos neurdnios e ganglios reati  vos & NADPH-d

A area do perfil neuronal do grupo N variou de 293 pm? a 407 um? (com
média de 343,1+42,6 pm?); de 119 um? a 248,3 pm? (com média de 194,3+52,6

um?) no grupo D e de 167,5 pm? a 273,1 um? (com média de 229,6+43,1 pm?)
no grupo R (Figuras 48 e 49).
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Figura 48 - Distribuicdo da area média do perfil celular NADPH-d reativos (um?) nos
grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido (R).
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Figura 49 - Representacdo gréfica da média (xDP) da &rea dos neurdnios reativos a
NADPH-d nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido (R).

Ao se analisar os dados da figura 48, verificou-se que a maior
concentracdo neuronal do grupo N encontra-se no intervalo de 200 a 300 pum?,
representando 31,4% dos neurbnios; no grupo D, foram encontrados 50,6%
dos neurdnios no intervalo de 100 a 200 um?, sendo que para o grupo R, a
maior concentracdo dos neurénios encontra-se no intervalo de 200 a 300 pm?
com 43,6%.
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Quanto as médias (Figura 49), foram observadas diferencas estatisticas
entre todos os grupos (p<0,001). Assim, os neurdnios do grupo N sao maiores
em relagdo aos neurdnios dos grupos D e R; quando estes sdao comparados
entre si, 0s neurénios dos grupos D e R néo diferiram entre si (p>0,05).

A area do perfil ganglionar no grupo N variou de 22244 um? a 3749,2
pum? (com média de 2930,6+742,5 pm?), de 1340,8 um? a 4026,4 pm? (com
média de 2472,4+1022,9 pm?) no grupo D e de 1623,5 um? a 4526,2 pm? (com
média de 2960,7+1048,3 um?) no grupo R (Figuras 50 e 51).
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Figura 50 - Distribuiciio da area média do perfil ganglionar NADH-d reativos (um?) nos
grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido (R).
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Figura 51 - Representacdo gréfica da média (+xDP) da &rea dos ganglios reativos a
NADPH-d nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e Renutrido (R).

Ao se analisar os dados da figura 50, verificou-se que a maior
concentracdo ganglionar de todos os grupos (N, D e R) encontra-se no
intervalo de 0 a 3000 pm?, representando 67,49% dos ganglios do grupo N no
grupo D, foram encontrados 75,26% dos ganglios sendo que para o grupo R a
maior concentracdo dos ganglios foi de 70,44%.

Quanto as meédias (Figura 51), ndo foram observadas diferencas
estatisticas (p=0,669) entre os ganglios de todos os grupos (N, D e R), sendo
apenas verificado que o grupo R apresentou a maior média e que o grupo D
apresentou a menor média.

Ao se avaliar entre os grupos (N, D e R), os dados referentes a area do
perfil neuronal e ganglionar nas metades cervical e toracica da traquéia, foi
possivel verificar diferencga significante entre os grupos (p<0,001) em relacéo a
area do perfil neuronal. Assim, os neurbnios do grupo N sdo maiores em
relacdo aos neurbnios dos grupos D e R; quando estes Ultimos sédo
comparados, ndo se observa diferenca significante, tanto na metade torécica
guanto na metade cervical da traquéia. Ao se comparar as metades cervical e
toracica, independente do fator grupo, observou-se diferenca significante
(p<0,001), ou seja, os neurbnios da metade toracica sao maiores do que 0s

neurdnios da metade cervical (Figura 52).
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Figura 52 - Distribuicdo da area média (xDP) de neurbnios reativos a NADPH-d nas
metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).

Na figura 53 estdo expressos os dados referentes a distribuicdo da area
do perfil neuronal nas metades cervical e toracica da traquéia.
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Figura 53 - Distribuicdo da area média do perfil neuronal NADPH-d reativos (um?) nas
metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).

A analise da figura permitiu verificar que, no grupo N, 35,4% dos
neurdnios da metade cervical encontravam-se entre 200 e 300 pm? e 56% dos
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neurdnios da metade toracica encontravam-se entre 200 e 400 um?, no grupo
D, a concentragcdo dos neurbnios da metade cervical e toracica encontrava-se
entre 100 e 200 um? (53,3% e 48%, respectivamente) e no grupo R, 50% dos
neurdnios da metade cervical concentravam-se no intervalo entre 200 e 300

um? e 42,7% da metade toracica, no intervalo compreendido entre 100 e 200

um>.

Quando analisada a area do perfil ganglionar, ndo foi observada
diferenca significante entre os grupos N, D e R (p=0,809) (Figura 54). Ao se
comparar as metades cervical e toracica, independente do fator grupo,
observou-se diferenca significante (p<0,001), ou seja, 0s ganglios da metade
toracica sdo maiores do que os ganglios da metade cervical.

5000 - aN
4500 - ap
4000 -
3500
3000 -
2500 -
2000 -
1500
1000 -

500 -

Area Ganglionar (pm?) - NADPH-d

-

Toracica Cervical

Figura 54 - Distribuicdo da area média (xDP) dos ganglios reativos a NADPH-d nas
metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).

Na figura 55 estdo expressos os dados referentes a distribuicdo da area
do perfil ganglionar nas metades cervical e toracica da traquéia.
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Figura 55 - Distribuicdo da &rea média do perfil ganglionar NADPH-d reativos (um?)

nas metades cervical e toracica nos grupos Nutrido (N), Desnutrido (D) e
Renutrido (R).

Ao se analisar os dados acima, verificou-se que a maior concentragao
dos ganglios de todos os grupos (N, D e R) estavam no intervalo entre 0 e 3000
um?, sendo assim, no grupo N verificou-se na metade cervical 85,71% e na
metade toracica 62,51% dos seus ganglios. No grupo D, a maior concentracéo
dos ganglios das metades cervical e toracica foi, respectivamente de 85,24% e

70,54% e no grupo R, 78,95% da metade cervical e 67,77%, da metade
toracica.

89



5 DISCUSSAO



5.1 Aspectos gerais sobre a desnutricdo

O crescimento normal é dependente de inimeros processos fisioldgicos
que precisam do atendimento de varias necessidades durante a vida fetal e a
infancia. A marcante vulnerabilidade das criancas faz com que seu crescimento
constitua um excelente indicador na avaliacdo de saude e do desenvolvimento
socioecondémico da comunidade onde elas vivem (VICTORA; ARAUJO; DE
ONIS, 2007).

Uma vez, que ainda sejam necessarios mais esclarecimentos acerca da
desnutricdo severa, j4 que se trata de uma sindrome sistémica e complexa,
compreende-se que, o0 modelo nutricional empregado nesta pesquisa reflete a
situacdo apresentada em paises em desenvolvimento. Alteracdes
morfofuncionais importantes, que podem ser avaliadas decorrentes dos
diferentes processos de desnutricdo, tornam o0s modelos experimentais
apropriados para o esclarecimento destas questbes (PICHARD, 1997;
BAPTISTA, 2008).

Na tentativa de esclarecer alguns destes apontamentos observou-se que
o desenvolvimento corporal apresentado pelos animais dos trés grupos (N, D e
R), tanto no que se refere ao peso corporal quanto ao comprimento, foi
marcante a diferenca apresentada pelos animas do grupo D, em relacdo aos
dos grupos N e R, uma observacdo facilmente realizada a vista desarmada,
onde os animais desnutridos exibiram um tamanho significativamente menor. O
mesmo nao se pode aplicar ao se comparar 0s animais dos grupos N e R,
onde, apesar de se verificar diferenca entre o seu peso corporal, o
comprimento dos mesmos se mostrou muito semelhante (Figura 4).

Esses dados sugerem que o periodo de 42 dias, foi suficiente para
promover alteragdes importantes nos animais do grupo D.

Esses resultados corroboram com trabalhos que avaliaram o peso
corporal de ratos submetidos ao mesmo protocolo de desnutricdo protéica,
sendo observadas diferencas significantes entre os animais nutridos e 0s
animais desnutridos e recuperados (ou renutridos) (CASTELUCCI et al., 2002a;
GOMES et al., 2006; OLIVEIRA, 2006; MISAWA, 2007).

Os dados da presente pesquisa vao ao encontro daqueles observados

por Sawaya (2006), que, apds analise da recuperacao nutricional de criancas
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desnutridas, relataram que o ganho de comprimento ocorre mais rapidamente,
enquanto que, o ganho de peso, juntamente com a densidade mineral 0ssea,
ocorrem de maneira mais lenta mas que, com 0s cuidados necessarios,
alcancam os valores de normalidade.

Os dados relativos ao peso corporal aplicam-se também ao 6rgdo alvo
da presente pesquisa, ou seja, a traquéia. Sendo assim, a comparacéo do peso
da viscera dos animais do grupo D com o dos grupos N e R, deixa evidente
que a caréncia protéica determinou alteracdes relevantes durante o periodo
estudado. A média do peso traqueal dos animais do grupo D representou
apenas 22% do peso traqueal do grupo N, e mesmo a média do peso traqueal
dos animais do grupo R sendo maior que a dos animais do grupo D,
representou apenas 52% da média dos animais do grupo N.

A avaliacdo da razédo peso traqueal/corporal nao identificou diferencas
entre os grupos N e D. Ao invés do observado para o peso corporal e tragueal,
a média do grupo R foi a menor; assim, ndo se descarta a hipétese de que a
desnutricdo protéica, em determinados periodos, seja responsavel por
alteracOes irrecuperaveis em curto prazo, pois, a cobaia mesmo com o0
reestabelecimento da nutricdo normoprotéica dos 22 até os 42 dias, a mesma
nao foi capaz de promover o desenvolvimento do peso traqueal tanto quanto foi
observado para o peso corporal. Porém, ao avaliar os efeitos da renutricdo em
longo prazo, estudos com ratos renutridos até 60 dias (BAPTISTA, 2008) e
criangas desnutridas acompanhadas até a adolescéncia (SAWAYA, 2006)
descrevem uma recuperagdo satisfatoria, tendo os valores retornados aos

parametros da normalidade.

5.2 Caracteristicas gerais do plexo traqueal de rat  0s

Os dois troncos nervosos longitudinais principais que foram verificados
sobre a musculatura da traguéia continuando-se nos brénquios principais e
lobares, e a presenca de ganglios interconectados a esses feixes nervosos
corroboram com as descricbes desse plexo na maioria dos mamiferos de
pequeno porte, como o camundongo (CHIANG; GABELLA, 1986), o Calomys
callosus (FURLANI et al., 2008), o rato (CHIANG, 1993), a cobaia (BALUK;
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GABELLA, 1989a) e o furdo (BAKER et al., 1986). Todavia, suas
caracteristicas sdo diferentes das observadas em animais de maior porte,
como o gato (KUDER et al., 2003) e o cao (YAMAMOTO et al., 1998), onde se
descreve um denso emaranhado de feixes nervosos, sem 0s troncos principais.
Semelhancas com esse tipo de animal podem ser referidas quanto a
distribuicdo difusa dos ganglios na malha (YAMAMOTO et al., 1998). Todavia,
ndo se pode concordar com esse autor ao descrever a aleatoriedade da
distribuicAo desses ganglios, uma vez que se comprovou, na presente
pesquisa, que a maior concentracdo dessas estruturas foi encontrada na
metade toracica do 6rgao, local onde, também, ocorreu a maior densidade das
malhas nervosas. Comparativamente, esses resultados acerca das malhas
estdo de acordo com as descricbes de Chiang (1993) que, ao ressaltar
pormenores sobre os feixes nervosos das malhas do plexo traqueal de ratos
verificou que, aqueles da metade tor4cica sdo mais espessos e maiores que 0S
da metade cervical.

Relativamente a organizacdo geral do plexo traqueal, ndo se verificou
uma uniformizacdo no padrdo de distribuicAo de seus componentes, como
aguela existente no plexo mioentérico a qual, dependendo dos efeitos do
agente sobre a sua estrutura como a desnutricdo (BRANDAO et al., 2003), o
envelhecimento (DE SOUZA et al., 1993), o mal de Chagas (MAIFRINO et al.,
1999) ou a lesao térmica corporal (SEYFERT, 2009), pode ser alterada e
facilmente detectada. Todavia, com os resultados aqui obtidos, ndo se pode
afirmar que, a desnutricdo tenha promovido uma alteracdo na conformagéo
geral do plexo, uma vez que, o mesmo padréao foi apresentado em todos os

grupos experimentais (N, D e R).
5.3 Morfologia dos neurénios e ganglios

Dentre as diferentes metodologias empregadas na descricdo dos
constituintes do plexo traqueal destacam-se as técnicas histoquimicas da

NADH-d e AChE, amplamente utilizadas na evidenciacdo de outros plexos
parassimpaticos (CHIANG; GABELLA, 1986; DE SOUZA et al., 1996;
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MAIFRINO et al., 1999; ROLLE et al., 2002; KUDER et al., 2003; FURLANI et
al., 2008).

Desta forma, através dessas técnicas foi possivel observar que, de um
modo geral, os neurdnios e ganglios constituintes do plexo tragueal de todos os
grupos (N, D e R) apresentaram, basicamente, a mesma morfologia, ou seja,
ganglios de formato e tamanho irregulares e neurbnios com aspecto
predominantemente circular, ovoide ou alongado, ndo se notando predominio
aparente de nenhum formato em todos os grupos estudados. Essa observacéo
esta de acordo com o descrito por Castelucci et al. (2002a), que, ao avaliar a
morfologia dos neurdnios constituintes do plexo mioentérico do intestino grosso
de ratos submetidos a desnutricdo protéica, ndo encontraram diferencas
passiveis de determinar o grupo estudado. Da mesma forma, Furlani et al.
(2008) descreveram a mesma morfologia nos ganglios e neurbnios do plexo
traqueal de Calomys callosus infectados pelo Trypanosoma cruzi e seus
respectivos controles. Pelo exposto, sugere-se que, alteragdes sistémicas
determinadas por diferentes agentes ndo alteram, significativamente, a
morfologia dos ganglios e neurdnios do plexo traqueal.

A intensidade de reacdo dos neurdnios do plexo traqueal as técnicas
histoquimicas NADPH-d e AChE apresentou-se, extremamente, variavel nos
diferentes grupos (N, D e R). Com relacdo aos neurdnios nitrérgicos, destaca-
se que, em um mesmo ganglio, a maior parte da populacdo neuronal exibiu
intensa reatividade, porém, neurbnios com moderada ou fraca reatividade
também foram observados, além de amplos espacos indicativos da presenca
de neurdnios nao nitrérgicos.

Ao avaliar o plexo mioentérico do jejuno de ratos expostos a leséo
térmica corporal, Seyfert (2009) descreve uma ampla variacdo na intensidade
de reacédo tanto no grupo controle, quanto no grupo exposto. O autor enfatiza
que apesar da heterogeneidade na reatividade dos corpos neuronais, 0 grupo
exposto a lesdo apresentou grande parte dos seus neurdnios com intensa
reatividade. Também uma ampla variedade de intensidade foi encontrada por
Gréggio et al. (2010) no plexo esofagico de ratos submetidos ao mesmo
protocolo da presente pesquisa. Os autores identificaram na caracteristica da
intensidade de reacdo dos corpos neuronais, uma das caracteristicas palpaveis

para a determinacdo dos grupos estudados, porquanto, 0S cOrpos neuronais
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dos animais nutridos apresentaram intensa reatividade, enquanto que, aqueles
presentes no plexo do grupo desnutrido apresentaram fraca intensidade; por
sua vez, a maioria dos neurdnios do grupo recuperado (ou renutrido)
demonstrou predominio de uma reatividade moderada.

Diferentemente dos dados aqui apresentados para o0 grupo nutrido,
considerado o controle (ou normal), Andreeva, Shumatova e Motavkin (2000)
ap0s avaliarem o plexo traqueal normal de ratos e humanos, observaram fraca
reatividade para os neurbnios nitrérgicos.

Os resultados, tanto da presente pesquisa como 0s das previamente
citadas, devem ser analisados com cautela, uma vez que, a intensidade de
reacao pode estar associada ao tempo em que se expde o tecido ao reagente.
Assim, revelando preocupacdo com esse tema, autores como Cserni et al.
(2009), Kuo et al. (1994) e Montedonico et al. (2006), ao utilizarem a técnica
histoquimica da NADPH-d para avaliarem os aspectos morfoquantitativos do
plexo mioentérico, em estudos experimentais e neuropatologias humanas
demostraram, por meio de diferentes tempos de incubacdo, que a
determinacao da intensidade de reacéo e da populacdo neuronal é diretamente
proporcional ao tempo de exposi¢ao.

Talvez seja este um fato a ser considerado quando se comparou 0s
dados da presente pesquisa com aqueles de Andreeva, Shumatova e Motavkin
(2000), uma vez que, os espécimes por eles utilizados permaneceram apenas
1 hora expostos ao reagente, ou seja, metade do tempo aqui utilizado. Outra
hipotese que ndo deve ser descartada, é o fato de um mesmo neurdnio poder
desempenhar, no plexo traqueal, duas ou mais funcdes, o que pode ser
detectado utilizando-se técnicas de dupla marcacéo ou colocalizacao de corpos
neuronais do plexo traqueal, como demonstrado por Kusindarta, Atoji e
Yamamoto (2004).

A intensidade da reatividade dos neurénios do plexo traqueal a técnica
da AChE aqui avaliada permitiu estabelecer que, nos grupos N e R, a maioria
dos neurbnios eram intensamente reativos, com poucos neurdnios fracamente
reativos, ocorrendo o inverso para o grupo D, ou seja, a maioria dos neurdnios
fracamente reativos, com a presenca de poucos neurdnios intensamente

reativos.
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Nos trabalhos que utilizaram a técnica da AChE para a determinacédo do
padrao de distribuicdo dos ganglios do plexo traqueal (CHIANG, 1993; KUDER
et al., 2003; FURLANI et al., 2008), ndo foram feitas referéncias acerca da
intensidade de reacdo dos neurbnios. Todavia, tais observacbes foram
realizadas em trabalhos sobre o plexo mioentérico de ratos, empregando-se o
mesmo protocolo de desnutricdo da presente pesquisa. Tanto no intestino
grosso de ratos (CASTELUCCI, 1999) como no esbfago (GREGGIO et al.,
2010) detectou-se intensa reatividade nos neurbnios dos animais nutridos e
renutridos, e o predominio de fraca reatividade nos neurbnios dos animais
desnutridos, fato este, que corrobora com o que foi aqui identificado. Assim,
independentemente da viscera, pode-se inferir que, a desnutricdo altera a
atividade metabdlica dos neurdnios dos diferentes tipos de plexo, atividade
esta, que se verifica voltar aos parametros normais, quando da recuperacéo
protéica. Essa analise pode ser fundamentada pelas observa¢cdes de Adlard e
Dobbing (1971), que, ao observarem a diminuicdo da atividade do metabolismo
do sistema neurotransmissor colinérgico dos animais desnutridos,
relacionaram-na ao fato dos neurbnios destes animais apresentarem fraca
reatividade a AChE.

Com relacdo as técnicas para SP verificou-se em todos os grupos (N, D
e R) que poucos neurdnios, e de tamanho pequeno, eram intensamente
imunorreativos. O mesmo pode-se afirmar para a técnica do VIP para os
animais N e R; porém, no grupo D foram detectados somente neurdnios
fracamente imunorreativos.

Avaliando o plexo traqueal de ratos, Kusindarta, Atoji e Yamamoto
(2004) descrevem resultados, em parte semelhantes, uma vez que,
observaram poucos neurbnios imunorreativos ao VIP, entretanto, n&o
encontraram neurdnios imunorreativos a SP, os quais foram detectados no
plexo traqueal da cobaia por Canning et al. (2002) e no plexo traqueal do furéo,
por Wu e Dey (2006). Relativamente a imunorreatividade a SP e ao VIP,
trabalho de Eustaquio-Silva (2010), embora realizado no ganglio trigeminal de
ratos jovens, apresenta resultados muito semelhantes ao observado na
presente pesquisa, ou Seja, somente 0s neurdnios de tamanho pequeno

exibiram intensa imunorreatividade.
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Avaliando-se tais resultados, verifica-se que a intensa imunorreatividade
ocorre, preferencialmente, em neurénios de tamanho pequeno, ndo sendo uma
condicdo que possa estar relacionada a desnutricdo ou a um determinado
grupamento de neurdnios (seja ele um plexo ou um ganglio) uma vez que, esse
aspecto ocorreu mesmo em animais jovens e normais, como no caso do
ganglio trigeminal. O que se pode correlacionar com o estado nutricional, € o
fato dos neurb6nios n&o terem expressado imunorreatividade ao VIP nos
animais do grupo D, o que nao significa que animais desnutridos com mais
idade ndo possam vir a expressa-la, uma vez que, como se sabe, a desnutricao
promove um atraso no desenvolvimento de diferentes tecidos e, dentre os
neurdnios do plexo, pode ser que aqueles que expressam a SP amadurecam
em um periodo anterior aqueles vipérgicos.

Sob o aspecto tridimensional verificado a luz da MEV, a organizacédo dos
feixes nervosos em malhas de diferentes tamanhos, o0 aspecto dos ganglios e
dos neurdnios estdo de acordo com as observacdes de (BALUK; FUJIWARA;
MATSUDA, 1985) no plexo traqueal da cobaia. Assim, independentemente do
animal, é nitida a semelhanca estrutural nesses mamiferos de pequeno porte,
bem como, em muito se assemelham os aspectos tridimensionais do plexo da

veia pulmonar de camundongos descritos por Baluk e Gabella (1987).

5.4 Consideragdes acerca da morfometria

A técnica histoquimica da NADH-d tem sido, amplamente, utilizada em
nosso meio no estudo das caracteristicas morfométricas dos componentes de
diferentes plexos nervosos como o plexo mioentérico, do colo (CASTELUCCI et
al., 2002a), do intestino delgado (BRANDAO et al., 2003), do esbfago (LIBERTI
et al., 2007); o plexo cardiaco (AKAMATSU et al.,, 1999; MAIFRINO et al.,
2006) e o plexo traqueal (CHIANG; GABELLA, 1986; FURLANI et al., 2008). Do
mesmo modo, a técnica da NADPH-d tem sido utilizada para avaliar
guantitativamente os neurdnios nitrérgicos do plexo mioentérico do esb6fago
(GREGGIO et al., 2010), do intestino grosso (FONTES et al., 2004), e o plexo
cardiaco (AKAMATSU, 2006). Todavia, até o presente, ndo se teve acesso na

literatura a pesquisa que tenham avaliado os aspectos morfométricos dos

115



neurdnios nitrérgicos no plexo traqueal, que permitam comparacbes com 0s
dados aqui apresentados. Desta forma, pode-se considerar que a traquéia de
ratos apresenta, em meédia, 270 neurdnios reativos a NADPH-d (minimo de 215
e maximo de 320).

Relativamente a técnica da NADH-d, muito embora tenham sido
detectados espacos no interior dos ganglios dos animais desnutridos (0 que
poderia representar um indicativo de perda neuronal), ndo foram observadas
diferencas significativas entre os grupos estudados (N, D e R) quanto ao
namero de ganglios e neurdnios. Castelucci et al. (2002a) ao avaliarem o plexo
mioentérico do intestino grosso de ratos nutridos, desnutridos e renutridos, com
o0 mesmo periodo estudado na presente pesquisa, também nao identificaram
diferencas quanto ao numero de neurbnios entre 0s grupos, 0 que permite
inferir que, a desnutricdo ndo diminui o numero de neurdnios, pelo menos na
fase abordada (42 dias).

Nos mamiferos em geral, 0 niumero de corpos neuronais e ganglios no
plexo traqueal é bastante diversificado, tendo sido descrito cerca de 18.461
neurénios e 2389 ganglios no cdo (YAMAMOTO et al., 1998), de 95 a 210
ganglios no gato (KUDER et al.,, 2003), 2.577 neurdnios e 920 ganglios no
furdo (BAKER et al.,, 1986), 222 neurdnios na cobaia (BALUK; GABELLA,
1989b), 549 neurbnios e 70 ganglios (CHIANG, 1993) e 749 neurbnios e 84
ganglios (KUSINDARTA; ATOJI; YAMAMOTO, 2004) no rato, 279 neuronios e
18 ganglios no Calomys callosus (FURLANI et al., 2008) e 235 neurdnios e 14
ganglios no camundongo (CHIANG; GABELLA, 1986). No presente estudo,
foram encontrados, em média, 265 neurbnios e 34 ganglios, numero menor do
que citado por Chiang (1993) e Kusindarta, Atoji e Yamamoto (2004).

O numero elevado de neurbnios e ganglios no plexo traqueal dos
animais, de porte semelhante a cédes e gatos, reflete uma inervacdo mais
complexa. Entre os animais de pequeno porte, os dados de Chiang e Gabella
(1986) para o camundongo e de Furlani et al. (2008) para o Calomys callosus
sdo semelhantes aos observados na presente pesquisa, com ratos de 42 dias
de vida; representando porém cerca da metade do descrito por Chiang (1993) e
Kusindarta, Atoji e Yamamoto (2004), para o rato. Vale ressaltar que Chiang
(1993) utilizou ratos machos e fémeas com o mesmo peso (180g), porém, ndo

com a mesma idade, uma vez que, as fémeas exibem um peso sempre abaixo
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dos machos de idade correspondente. Além disso, 0 autor ndo especifica o
namero de animais machos e de animais fémeas o que, de certa forma,
dificulta estabelecer-se uma comparagcdo com os resultados obtidos na
presente pesquisa. De qualquer forma, o numero por ele observado
(estabelecido com o uso da técnica da AChE) é muito superior aos dados aqui
expostos, obtidos através da técnica da NADH-d (muito embora se tenha
aplicado no presente trabalho tal metodologia, seus resultados foram apenas
qualitativos). Apesar de terem utilizado ratos machos, os numeros elevados de
neurénios e de ganglios descritos por Kusindarta, Atoji, Yamamoto (2004)
talvez, possam ser explicados pela diferenca de idade e de peso entre 0s seus
animais e os da presente pesquisa (270g e 82 dias de vida, versus 1509 e 42
dias de vida) e, mais ainda, pelo fato de os autores terem computado também
0S neurdnios presentes nos bronquios principais.

O fato do numero total de neurbnios e ganglios obtidos ser,
praticamente, o0 mesmo numero dos neurdnios e ganglios nitrérgicos (265
neurénios e 34 ganglios reativos a NADH-d e 276 neurbnios e 34 ganglios
reativos a NADPH-d) pode ser explicado com as consideracdes realizadas por
Kohn et al. (2010) sobre o sistema respiratorio. Esses autores descrevem que,
a alta populacdo de neurbnios nitrérgicos constituintes do plexo traqueal de
humanos (desde recém-nascidos até o final da infancia) e de alguns modelos
experimentais (entre eles, o rato), tem por finalidade auxiliar para que as vias
aéreas mantenham-se patentes, uma vez que, ocorre uma alta incidéncia de
eventos obstrutivos nas mesmas causadas pelo seu pequeno calibre,
inflamac&o recorrente, alterada funcédo dos neurotransmissores e ao alto risco
de hiper-reatividade das vias, sendo tais eventos, admitidos como
caracteristicos classicos da asma. Deste modo, a grande populagdo de
neurénios nitrérgicos pode ser explicada devido as funcdes que exercem em
varias células do sistema respiratério, sendo a mais importante, a promocéo do
relaxamento da musculatura lisa com consequente dilatacdo dos broénquios
(GUEMBE; VILLARO, 1999; ANDREEVA; SHUMATOVA; MOTAVKIN, 2000;
NADEEM et al., 2009).

Nos animais controle (grupo N) da presente pesquisa verificou-se uma
meédia de 7,6 neurdnios por ganglio reativos a NADH-d, uma relacdo muito

similar aquela observada por Chiang (1993) no rato (aproximadamente 8
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neurénios por ganglio) e por Yamamoto et al. (1998) no cédo (cerca de 7,7
neurénios por ganglio), porém, bem abaixo dos 17 neurbnios por ganglio
encontrados por Chiang e Gabella (1986) no plexo traqueal dos camundongos.
A média de neurdnios por ganglio, para os animais do grupo D, foi elevada
(10,1), sendo a menor entre os grupos estudados, aquela verificada para os
animais renutridos (grupo R). Esses dados reforcam a teoria de que, a
desnutricdo atrasa o desenvolvimento de diversas estruturas do organismo, o
que parece ser um fato também para o plexo traqueal, uma vez que, como tem
sido descrito para o plexo mioentérico, os neurdnios redundantes ainda néo
foram eliminados nos animais desnutridos, fato provavelmente ocorrido com os
animais nutridos, ja nessa fase da vida do animal.

A area média do perfil dos neurénios ganglionares dos animais do grupo
N, marcados pela NADH-d foi de 455,6 pm?, foram comparativamente menor
do que a de 523 um? verificada para o cdo (YAMAMOTO et al., 1998),
semelhante & de 474 pm? (CHIANG, 1993) e maior do que a de 309 pm?
(KUSINDARTA; ATOJI; YAMAMOTO, 2004) observadas no rato e maior do
que aquela de 251 um? descrita para 0 camundongo (CHIANG; GABELLA,
1986). Esses dados demonstram que, as diferencas existentes entre as
espécies podem estar relacionadas ao tamanho do corpo do animal e que, a
meédia menor verificada por, Kusindarta, Atoji e Yamamoto (2004) para o rato,
provavelmente, se deva ao fato de terem computado também os neurbnios
bronquicos que, na presente pesquisa, muito embora ndo tenham sido
mensurados, aparentaram ser menores do que aqueles presentes na tragquéia.
Essa afirmacédo pode ser embasada por Baker et al. (1986) que, ao avaliarem o
plexo traqueal do furdo lancaram a hipotese de que, os diferentes tamanhos de
neurbnios podem estar relacionados a sua posi¢cado no plexo traqueal, uma vez
que, observaram que o tamanho dos neurdnios ganglionares do tronco
principal sdo maiores do que aqueles presentes na superficie (plexo superficial
muscular).

As areas médias do perfil dos neurdnios ganglionares, respectivamente
dos animais dos grupos D e R (146 pm? e 268,8 pm?), permitem inferir que, a
desnutricdo diminui esse parametro e que a renutricdo nao foi capaz de
restabelecer o tamanho dos neurbnios do plexo traqueal, pelo menos no

periodo estudado. Muito embora, comparativamente a NADH-d, a area dos
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neurénios nitrérgicos tenha se apresentado menor nos grupos N, D e R
(respectivamente 343 pm?, 194,3 pm? e 229,6 um?), essa proporcdo quanto ao
estado nutricional se mantém, o que leva a crer que, a desnutricdo também
afeta esse tipo de neurdnio.

No intestino grosso (CASTELUCCI et al., 2002a) e delgado (BRANDAO
et al.,, 2003) de ratos denutridos, foram observados dados semelhantes aos
aqui obtidos, ou seja, com a submissdo dos animais a desnutricdo, ocorreu a
diminuicdo do perfil neuronal, e com a recuperagdo protéica, oS neurdnios
apresentaram em algum grau, um aumento do seu perfil neuronal; entretanto,
sem alcancar os valores observados no grupo controle (animais nutridos).

Nao foram encontrados, pelo menos na literatura consultada, dados
acerca do perfil dos ganglios do plexo traqueal, que pudessem ser
confrontados com os aqui descritos. Todavia, € oportuno comentar-se que,
também para essa variavel, os ganglios evidenciados pela técnica da NADH-d
sd0 maiores nos animais nutridos (4595,1 um?®, menores nos animais
desnutridos (2007 pm?) e, parcialmente, recuperados nos animais renutridos
(2555,6 um?). Todavia, chama & atencéo o fato de, ndo terem sido detectadas
diferencas estatisticamente significativas entre os grupos, quando se avaliou a
area dos ganglios reativos a NADPH-d (N=2930,6 pm? D=2472,4 pm?
R=2960,7 um?). Estabelecer uma proporcdo entre 0s neurdnios pequenos,
meédios e grandes em todos 0s grupos, talvez possa ajudar a elucidar esses

fatos.

5.5 Aspectos guantitativos entre as metades datraq  uéia

As metades cervical e toracica da traquéia exibiram caracteristicas
proprias quando esse item foi avaliado. De fato, a distribuicdo heterogénea dos
constituintes do plexo ja havia sido descrita no furdo (BAKER et al., 1986), no
camundongo (CHIANG; GABELLA, 1986), no rato (CHIANG, 1993), no céo
(YAMAMOTO et al.,, 1998) e, novamente, no rato (KUSINDARTA; ATOJI;
YAMAMOTO, 2004).

Assim, ap0s a analise das metades toracica e cervical, verificou-se que,

em torno de 80% do numero total de neurénios e ganglios estavam situados na

119



metade toracica, o que concorda com as descricdes de Chiang (1993), que ao
avaliar o padrao do plexo traqueal de ratos, descreveu a distribuicdo de 86%
dos constituintes do plexo traqueal localizados na metade toracica, apontando
como motivo provavel para essa distribuicdo desigual de neurénios e ganglios,
o maior volume da musculatura na metade toracica do orgao.

Krishnan, Pal e Boradkar (1982) e Mizuno (2010), ao estudarem,
respectivamente, o plexo mioentérico do intestino delgado de ratos e de
camundongos corroboram com essa hipétese, ao afirmarem que, a maior
concentracdo de ganglios e neurbnios em determinadas regides esta,
diretamente, relacionada ao aumento da demanda funcional do érgao.

A concentracdo aumentada de neurdnios por ganglio da metade toracica
€ outro fator que demonstra o quanto esta hipétese, relacionada ao aumento de
funcdo em determinada regido, determina a distribuicdo dos neurdnios sobre
toda a extensdo da musculatura traqueal.

Essas assertivas aplicam-se a traquéia, uma vez que, Kondo et al.
(2000) sugerem que o aumento da concentracdo de corpos neuronais, e
consequente aumento do numero de ganglios proximos a bifurcacao traqueal,
promove a regiao, uma sensibilidade maior, quando comparada com a regido
do 6rgéo onde ha uma diminuicdo do niumero de neurénios.

Ainda com relacédo a essa divisdo, de um modo geral, observou-se que
na quase totalidade dos casos, os ganglios e neurdnios da metade toracica de
todos os grupos estudados (N, D e R) eram maiores do que aqueles da metade
cervical, o que se supdem estar relacionado a quantidade de tecido inervado.
Tais observacdes tém apoio nas descricdes de Gabella (1987) ao verificar um
aumento na densidade e no perfil neuronal do plexo mioentérico do intestino
delgado de camundongo, cobaia e ovelha, de acordo com a demanda funcional

do 6rgao.
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6 CONCLUSOES



De acordo com a metodologia empregada e os resultados ora
apresentados acerca das repercussbes morfoldégicas determinadas pela

desnutricdo nos constituintes do plexo traqueal, € licito concluir-se que:

1. O peso corporal, assim como o peso traqueal dos animais do grupo N
apresentou a maior média sendo a dos animais do grupo D a menor,
enquanto que o0s animais do grupo R apresentaram valores

intermediarios;

2. A razao peso traqueal/peso corporal foi menor no grupo R, devido ao
atraso no desenvolvimento em geral, ocasionado pelo periodo de

desnutricdo até a época do desmame;

3. Em todos os grupos o plexo traqueal exibiu dois troncos nervosos
principais, apresentando feixes nervosos de diferentes espessuras que
formaram malha difusa sobre toda a extensdo da face posterior da

musculatura traqueal;

4. Em todos os grupos (N, D e R), os ganglios e neurdnios apresentaram
morfologia variada, sem que fosse possivel, determinar os grupos por
uma caracteristica exclusiva, devido a pequena quantidade de atributos

particulares correlacionados a cada grupo;

5. Quando expressada, a intensa imunorreatividade a SP foi detectada
apenas em neurdnios pequenos de todos os grupos (N, D e R), o
mesmo aplicando-se ao VIP nos grupos N e R. Relativamente a essa
imunorreatividade, a mesma apresentou-se fraca nos animais do grupo
D.

6. Nao houve diferencas entre os grupos quando se comparou 0 numero

total de neurénios e ganglios reativos tanto a NADH-d quanto a NADPH-
d;
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7. A maior média da area do perfil dos corpos neuronais e ganglios reativos
a NADH-d foi observada nos animais do grupo N, demonstrando que a
renutricdo, pelo periodo proposto, néo foi capaz de recuperar os valores

de normalidade quanto a esses parametros;

8. Relativamente aos neurdnios nitrérgicos (NADPH-d), também os animais
do grupo N apresentaram a maior média da area do perfil dos corpos
neuronais; quanto a area dos ganglios, nao foram verificadas diferencas

estatisticamente significantes entre os grupos (N, D e R);

9. A desnutricdo ndo foi capaz de alterar a distribuicdo do numero de
neurénios ou ganglios reativos a NADH-d e a NADPH-d do plexo
traqueal de nenhum dos grupos estudados (N, D e R) em nenhuma das
partes da traquéia. Entretanto, a area média do perfil dos neurbnios
reativos a NADH-d e a NADPH-d se mostrou significantemente maior na
metade toracia da traquéia dos animais do grupo N, e que a renutricéo,
pelo periodo proposto, ndo foi capaz de promover o desenvolvimento

dos corpos neuronais do plexo para atingir os valores de normalidade;

10.A area média do perfil dos ganglios reativos a NADH-d dos animais do
grupo N foi maior que a dos grupos D e R, na metade toracica da
traquéia, sendo que entre estes Ultimos ndo houve diferenca. Por sua
vez, a area média do perfil dos ganglios reativos a NADPH-d néao
demonstrou diferenca entre nenhum dos grupos na metade toracica da

traquéia;

11.De um modo geral, independente do grupo estudado e da técnica
histoquimica utilizada, a metade toracica da traquéia possuia a maior
populacdo de neurbnios e ganglios, e que estes, praticamente para
todas as comparacdes, eram maiores, quando comparados com aqueles

da metade cervical;

123



12.0s dados obtidos pela MEV comprovaram a distribuicdo da malha
nervosa sobre a musculatura e a estreita relagcdo entre os feixes
Nnervosos e 0S corpos neuronais, ainda a morfologia irregular dos
ganglios e neurbnios do plexo traqueal, anteriormente avaliada por meio

das técnicas histoquimicas.

Em linhas gerais a desnutricAo protéica provocou atraso no
desenvolvimento do animal como um todo, inclusive nos constituintes do plexo
tragqueal, e que, em somente poucos casos, a recuperacdo nutricional foi
responsavel, por retornar os valores de normalidade, apresentados pelos

animais nutridos.
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