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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.



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

37



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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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;
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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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