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RESUMO

Objetivo: Estudo morfoldgico que buscou verificar, por meio de
microscopia eletronica, a presenca de aferéncias de receptores
sino-adrticos em n(cleo localizado na regido dorso-lateral bulbar.
Métodos: Apos 5 dias de sobrevida, 9 ratos com desnervacéo sino-
adrtica anestesiados com equitesina foram submetidos a perfusao
transcardiaca, e o encéfalo de cada um deles foi processado
histologicamente. Resultados: A citoarquitetura neuronal do niicleo
paratrigeminal compreende projecoes aferentes de outros ndcleos
que apresentam uma caracteristica distributiva em relacéo as funcoes
viscerais e nociceptivas na integracao do reflexo cardiovascular.
Concluséo: A porcédo medial do nlcleo recebe projecoes aferentes
da regido rostro-ventrolateral do troncoencefélico, confirmadas por
meio de estudos com rastreadores neuronais. Os resultados indicam
que a regido medial do nicleo paratrigeminal contém o maior nimero
de fibras axonais degeneradas.

Descritores: Degeneracdo neural; Nicleo espinal do trigémeo;
Barorreflexo; Desnervacéo; Microscopia eletronica; Bulbo

ABSTRACT

Objective: Morphological study that searched to authenticate the
presence of sinoaortic baroreceptor inputs within the dorsolateral
medullary nucleus under electron microscopy analysis. Methods:
After a 5-day survival period, 9 baroreceptor-denervated rats deeply
anaesthetized with equithesin were transcardially perfused and
their brains were histologically processed. Results: The neuronal
cytoarchitecture of the paratrigeminal nucleus comprehends afferent
projections from other nuclei that have a distributive character
regarding visceral and nociceptive functions in the cardiovascular

reflex integration response. Conclusion: The medial portion of the
nucleus receives afferent projections of the rostral ventrolateral
medulla, as shown by retrograde neurotracing studies. The present
results show that the medial extent of the paratrigeminal nucleus
contains degenerated axoplasmic cellular components in sinoaortic
deafferented rats. The number of degenerated axonal fibers was also
larger in this area of the nucleus.

Keywords: Nerve degeneration; Trigeminal nucleus, spinal; Baroreflex;
Denervation; Microscopy, electron; Medulla oblongata

INTRODUGAO

A citoarquitetura do nucleo paratrigeminal (PaS) ca-
racteriza-se por uma colecdo de neurdnios fusiformes
com distribuicdo caracteristica em relacdo as funcoes
viscerais e nociceptivas na integracdo do reflexo car-
diovascular®?®. O Pa5, uma estrutural localizada na
regido dorso-lateral do bulbo que integra o complexo
trigeminal espinal, foi estudado com énfase nos aspec-
tos morfoldgicos* e funcionais, sendo que esse tltimo
participa nos mecanismos reflexos cardiovasculares®®,
respiratdrios®!? e termorregulatérios).

O Pa5 foi fisiologicamente identificado em ratos
por intermédio de microinje¢oes de bradicinina na re-
gido dorso-lateral do bulbo, o que aumenta significa-
tivamente a resposta da pressao arterial (PA)!?. Os
receptores B, de bradicinina foram consequentemente
caracterizados e classificados por radioautografia e ex-
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pressao génica. A distribuicao e a densidade foram cui-
dadosamente identificadas no trato trigeminal espinal,
no Pa5 e no nicleo do trato solitario (NTS)"*!4. Como
se sabe, a modulacdo da PA ¢é regulada fisiologicamen-
te por feedback negativo no reflexo cardiovascular, por
meio de barorreceptores localizados no seio carotideo
e no arco adrtico. H4 mecanismos neurais subjacentes
a regulacdo da PA pelo sistema nervoso simpatico, e
aqueles que se referem ao sistema nervoso periférico,
incluindo os que vinculam o sistema nervoso simpatico
a PAUS. Esses sensores bioldgicos sdo ativados a cada
sistole cardiaca, produzindo potenciais de agao trans-
mitidos pelo nervo vago (barorreceptores adrticos) e
pelo nervo glossofaringeo (barroreceptores carotideos)
ao NTSU619_ As fibras nervosas vagais e glossofaringeas
tém sinapses excitatorias no NTS, que € considerado o
principal sitio bulbar ou terminal central das aferéncias
dos barorreceptores!®?). As fibras excitatorias do NTS
projetam-se para o nucleo caudal ventrolateral (CVL)
e ativam os neuronios cardiovasculares inibitérios pré-
-ganglionares do nucleo reticular rostro-ventrolateral
(RVL)@), Esse mecanismo regulatorio reage a condi-
cao hipertensiva e sempre € ativado para promover a
homeostase bioldgica, provocando uma queda da PA
média®?, Por outro lado, se ocorrer uma condicao
hipotensiva, o tonus simpatico cardiovascular basal au-
menta a PA, jd que os barorreceptores nio sao ativa-
dos. Consequentemente, a atividade neuronal do NTS
e do CVL é reduzida, e os neurdnios do reticulo rostro-
-ventrolateral atrelados ao ciclo cardiaco ndo sao inibi-
dos®¥, causando uma hipersensibilizacao (up regulation)
do sistema fisioldgico cardiovascular.

Estudos de rastreamento retrogrado do trato evi-
denciaram campos de projecdo distintos no Pa5@,
Microinjecoes de microesferas de latex contendo subs-
tancias fluorescentes revelaram conjuntos de neuronios
marcados no Pa5, organizados ao longo do trato rostro-
-caudal. Um estudo ultraestrutural baseado na técnica
de degeneracdo de fibras nervosas tem grande valor
no rastreamento de conexoes interneuronais. O obje-
tivo do presente estudo foi verificar a existéncias de
aferéncias de barorreceptores sino-adrticos no nicleo
paratrigeminal de ratos deaferentados. A microscopia
eletronica foi utilizada para confirmar a identificagao
de terminacOes axOnicas degeneradas, que se caracteri-
zam por maior opacificacdo do axoplasma ao microsco-
pio eletronico. Foram analisadas a morfologia e a dis-
tribuicao das sinapses degeneradas em locais distintos
do nucleo alvo, embora nao tenha sido realizada, neste
estudo, a quantificagdo dos terminais visualizados nas
amostras de diferentes partes do nacleo. Nossos resul-
tados comprovaram a presenca de elementos sinapticos
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degenerados para descrever a distribuicao das termina-
¢oes no tocante ao corpo e aos dentritos proximais e
distais das células-alvo.

OBJETIVO

O objetivo deste estudo morfoldgico foi comprovar,
por meio de microscopia eletronica, a presenga de afe-
réncias de barorreceptores sino-adrticos nesse nucleo
localizado na regidao dorso-lateral bulbar.

METODOS

Manejo dos animais de laboratdério

O delineamento experimental foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Sao Paulo
(UNIFESP) e estava em conformidade com o guia de
cuidados e utilizacdo de animais de laboratério adota-
do e promulgado pelo National Institutes of Health dos
Estados Unidos. Tomou-se muito cuidado para garantir
que os animais ndo sofressem em nenhum estigio do
procedimento experimental. Os animais foram alojados
individualmente, com ciclo de claro-escuro de 12 horas.
Disponibilizaram-se agua e comida ad libitum.

Desnervacao dos barorreceptores sino-adrticos

Ratos machos de trés meses de idade, normotensos,
da linhagem Wistar EPM-1®), pesando de 290 a 320g,
foram anestesiados com tiopental (20mg/kg) e hidrato
de cloral (300mg/kg), i.p.?®. Nao foram utilizados os
animais que ndo atingiram um nivel adequado de anes-
tesia até 10 minutos apds a administracao do anesté-
sico. O nivel de anestesia foi verificado por avaliagao
periddica do reflexo de retirada a estimulos doloro-
sos. A desnervacao dos barorreceptores sino-adrticos®”
foi realizada em nove ratos. A regido da bifurcagao da
carotida foi dissecada em ambos os lados da traqueia.
O nervo adrtico, o nervo laringeo superior e a cadeia
cervical superior foram isolados e seccionados bilateral-
mente, utilizando-se um microscopio cirargico binocu-
lar (Carl Zeiss, Alemanha). Fez-se a excisdo do tecido
conjuntivo e das fibras da parede da 4rteria carotida,
sendo-lhes aplicado algodao embebido em fenol al-
collico a 10%. A resposta barorreflexa foi testada apds
a desnervacao sino-adrtica, injetando-se cloridrato de
fenilefrina (10ug/kg, intravenoso) através de um cateter
de polietileno posicionado na veia jugular externa. Esse
cateter estava conectado a um transdutor de pressao
(TP-1, Ampere Eletro-Eletronica, Sao Paulo, SP, Brasil)
e a um amplificador analégico (Axon 3080, Axon
Instruments, Union City, CA, EUA) para monitora-
mento da PA. Uma unica injecao de fenilefrina € o su-
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ficiente para elevar a PA em pelo menos 28 a 32mmHg,
sem ocorréncia de bradicardia, nos ratos em que a de-
saferentacdo tenha sido bem-sucedida. Um antibidtico
veterinario de amplo de espectro foi administrado por
via intramuscular apos a cirurgia.

Procedimento histoldgico

No prazo de 2 a 4 dias de sobrevida, os ratos foram anes-
tesiados com equitesina (4,5mL/kg, i.p.) e colocados em
respirador para perfusdo transcardiaca (pelo apice do
ventriculo esquerdo) com paraformaldeido a 2% e glu-
taraldeido a 2% em 0,1M de tampao de cacodilato em
pH 7,35 a 7,45. A bomba de perfusio foi interrompida
quando os membros superiores e inferiores ficaram ri-
gidos. O tronco cerebral foi removido do créanio, sen-
do coletadas amostras das regides caudal a rostral do
Pa5, que foram secundariamente fixadas em tampao de
tetroxido de smio a 1%, coradas com acetato de ura-
nilo, desidratadas em uma série progressiva de etanol
seguida de uma transi¢ao de 6xido de propileno e en-
gastadas em uma mistura de resina Araldite®. O Pa5 foi
identificado em cortes de 0,5um corados com toluidina
sob microscopia Optica. Efetuaram-se cortes ultrafinos,
corados com prata, e coletaram-se amostras de diferen-
tes campos de projecio do Pa5®, que foram montadas
em grades de 300 quadriculas. Foram tiradas microfo-
tografias eletronicas de cortes transversais do Pa5, e as
observagoes quantitativas se basearam nas contagens
feitas em 20 campos de quadriculas aleatoriamente se-
lecionadas de cada segmento de projecao. Todos os exa-
mes foram realizados em um microscépio eletronico de
transmissao 1.200 EXII Jeol (Peabody, MA).

Padroes de degeneracao

Viérios padroes de degeneracao, em nivel de micros-
copia eletronica, foram descritos nos estudos morfol6-
gicos. Diversos fatores quimicos ou temporais podem
interferir na andlise dos elementos ultraestruturais, de
modo que é muito importante descrever as principais
variaveis que nela se aplicam. A degeneragao axonal
walleriana, também conhecida como degeneracao elé-
tron-densa, foi o modelo levado em consideracao neste
estudo.

Esse tipo de degeneragao caracteriza-se principal-
mente por maior opacidade do axoplasma na microsco-
pia eletronica. Vale lembrar que a opacidade depende
da fixacdo e do manejo dos animais. Foram observados
outros aspectos, tais como alteracoes de elementos ce-
lulares, durante a identificacdo da maior densidade ele-
tronica do axoplasma. Foram visualizadas alteracoes
precoces principalmente em mitocdndrias, reticulo en-

doplasmatico e vesiculas sindpticas. As mitocondrias se
tornam globoides, as vezes crenadas, com empilhamen-
to de cristas mitocondriais. O reticulo axoplasmaético,
com frequéncia, mostra-se entumecido, e as vesiculas
sinapticas se tornam maiores. Também se observa uma
aparéncia flocosa do axoplasma que resulta no escu-
recimento perceptivel em fases mais tardias. As fibras
degeneradas geralmente perdem sua continuidade e
seu arranjo de cadeias de fragmentos. Continua a haver
botdes sinapticos escuros nos elementos pds-sinapticos
nos estagios iniciais da degeneragao.

RESULTADOS

Utilizando-se um microscopio eletronico de transmis-
sao, examinou-se toda a ultraestrutura do Pa5, do qual
foram coletados cortes ultrafinos. Dentro de um perio-
do de sobrevida de 2 a 4 dias, a microscopia eletronica
mostrou fibras com terminagdes axonais degeneradas
e foram identificados elementos sindpticos na porgao
medial do nucleo paratrigeminal (Pa5, Figura 1), que
se projetam para outros nicleos funcionalmente envol-
vidos no controle cardiovascular neuronal central. Os
cortes transversais bilaterais do Pa5 revelaram que o
numero de fibras axonais degeneradas nas proximida-
des dos elementos sindpticos estava estritamente distri-
buido dentro das areas que recebem fibras aferentes do
NTS e o RVL, conforme descrito por Caous et al.). No-
vamente, a regido do Pa5, que é considerada a porcao
medial do ntcleo, foi devidamente identificada de acor-
do com sua citoarquitetura morfoldgica, por microsco-
pia Optica, em cortes de tecido corados pela técnica de
Nissl, conforme estabelecido por estudos prévios.
Além dos achados principais do presente estudo —
elementos axonais degenerados no sitio de inervagao
que recebe projecoes do RVL ou do NTS - seguem-se

Pab: nicleo paratrigeminal; ECu: cuneato externo; sp5: trato trigeminal espinal. Barra=100um
Figura 1. Fotomicrografia de corte transversal corado pela técnica de Nissl do
ndcleo paratrigeminal do trato trigeminal espinal de rato
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N: nicleo; At: terminacdo axonica; s: sinapse; vs: vesiculas sindpticas; Ax: axonio; Den: dendrito; as setas brancas
mostram fibras axonais degeneradas (exceto na foto F). Barras=0,5um

Figura 2. Eletromicrografias de cortes transversais do niicleo paratrigeminal (Pa5)
do rato apés a desnervagao dos barorreceptores sino-aérticos. Em A e B, séo
observados axénios mielinizados degenerados no Pa5 contralateral. Em C, observa-
-se um axdnio mielinizado degenerado no Pab5 ipsilateral. Em D e E, sdo mostrados
o0 padréo de assimetria sindptica e uma terminacéo de axonio degenerado (*).
Em F, sdo mostrados elementos tipicos, como juncdes comunicantes, no Pa5

outras observacoes detalhadas. Os cortes transversais
do nucleo paratrigeminal (Figura 2) contém uma regiao
compacta do neuroénio que constitui o nicleo e o cito-
plasma circunjacente, representado por um nucléolo
bem visivel e esférico, e, do alto do corpo celular, parte
um grosso axonio mielinizado degenerado (A, B e C).
A presenca de juncoes comunicantes também pode ser
observada entre os dentritos (F), e um oligodendrocito
€ mostrado entre os corpos celulares de dois neurdnios
proximais (pericério tipo 2) com nucléolo proeminente
que aparecem envolvidos por fibras degeneradas e nao
degeneradas (Figura 3). TerminacOes axOnicas (At)
contendo vesiculas claras pleomorficas formam sinap-
ses assimétricas com dentritos, algumas intactas (D) e
outras apresentando um escurecimento degenerativo
caracteristico (E). Os botdes que contatam os dentri-
tos maiores geralmente sao de tamanho pequeno a
médio, fazem contatos sindpticos do tipo assimétrico
e contém vesiculas pleomorficas de tamanho médio a
grande (Figura 4A).
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N: nicleo; O: oligodendrdcito; ER: reticulo endoplasmatico rugoso. Barra=4um

Figura 3. Achados tipicos em eletromicrografias apds desnervacao dos
barorreceptores sino-adrticos no nicleo paratrigeminal. A micrografia eletronica
(A) mostra um corpo celular de neurénio normal rodeado por fibras axonais
mielinizadas (¥, B) e fibras degeneradas (seta branca)

sv: vesiculas sindpticas; Den: dendrito; s: sinapse; At: terminagao axdnica. Barras=0,5um

Figura 4. Eletromicrografia de botao redondo assimétrico posicionado na
membrana pré-sinaptica de uma sinapse dupla com perfil de dendrito pequeno
(A) no nicleo paratrigeminal. Em B, zonas sinapticas ativas contendo vesiculas
pleomérficas agranulares (setas brancas) que fazem dois contatos sinapticos
com um dendrito grande; terminagéo axdnica contendo vesiculas claras,
redondas e agranulares que fazem sinapse com um dendrito e um reticulo
endoplasmatico rugoso esparso interligado (seta preta)
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Com base na polaridade sindptica, no tamanho das
vesiculas e na natureza dos elementos pré e pos-sinap-
ticos, podem ser distinguidos os tipos fundamentalmen-
te axodendriticos e axossomaticos. Foram observadas
poucas ocorréncias de sinapses axossomadticas, predo-
minando as sinapses axodendriticas. Todas as sinapses
com centro nao elétron-denso eram redondas e assi-
métricas, com membrana pds-sindptica espessa. Foram
identificadas mitocOndrias de varios formatos, e tam-
bém um reticulo endoplasmético rugoso disperso por
todo o citoplasma. O contato sindptico no corpo celular
dos neurodnios do Pa5 era pequeno e cobria, em média,
somente 4% da superficie do corpo celular. O aspecto
mais marcante da estrutura sinaptica do Pa5 € o de que
mais de 90% das sinapses sdo axodendriticas (Figura
4B). Densas fibras axonais degeneradas com a mesma
forma e os mesmos padroes (Figura 5) foram obser-
vadas em todo o nucleo alvo examinado. As espinhas
dendriticas eram raras, e nao foi identificada nenhuma
sinapse entre duas estruturas contendo vesiculas, tanto
sinapses axo-axOnicas quanto dendro-dendriticas.

N: nicleo. Barra=4um

Figura 5. Eletromicrografia de um neurénio tipo-2 no nticleo paratrigeminal sem
contatos sinapticos axossomaticos. Observar estrutura redonda oval, pilhas de
reticulo endoplasmatico rugoso, aparelho de Golgi (setas pretas) e um axdnio
mielinico degenerado (*)

DISCUSSAOQ

Funcao cardiovascular e barorreceptora do Pab

O Pa5 ja foi confirmado como a dnica estrutura além
do NTS no sistema nervoso central que recebe fibras
aferentes primarias do nervo vago, do nervo trigémeo
e do nervo®). Apesar do fato de o nucleo nao apre-
sentar células interneuronais®, ele integra os reflexos
cardiorrespiratorio, termorregulatorio e termossensi-
tivo®), ja que a lesao do Pa5 pela microinje¢ao de acido
iboténico impede uma termorregulacao eficiente nos

animais, em ambiente quente (observacdes nao pu-
blicadas). O componente simpético e o componente
barorreflexo cardiaco da excisdo quimica realizada no
NTS, em ratos ndo anestesiados, provocam uma redu-
cao inexoravel da resposta da PA a induc@o pressorica
por fenilefrina, com ou sem ablacdo bilateral do PaS.
Um resultado adicional mostrou que o PAS5 medeia
a resposta reflexa a pequenos incrementos de PA, ao
passo que o NTS seria ativado por picos maiores que
40mmHg®.

Inferéncias ultraestruturais e eletrofisioldgicas

Os componentes celulares degenerados identificados
neste estudo representam os neurdnios barossensiti-
vos identificados no Pa5 em estudos anteriores®. Essa
via funcional entre o PAS e o RVL foi evidenciada pela
identificacdo de neuronios do RVL atrelados ao ciclo
cardiaco, que respondem a microinje¢oes de bradicinina
no Pa5¢!?. Nossos achados levantam a hip6tese de que
a porcao medial do Pa5, que contém componentes ce-
lulares axoplasmaticos degenerados apds desnervagao
sino-adrtica, pode ser a mesma que recebe projecoes
aferentes da regiao rostro-ventrolateral do bulbo, como
mostrado em estudos de rastreamento retrogrado, nos
quais uma caracteristica distributiva do Pa5 baseou-se
na organizagao topogréfica das conexdes neuroana-
tomicas primordialmente aferentes®*3!. Contudo, essa
informacao relevante deve ser confirmada por rastrea-
mento neuronal e estudos conjugados a microscopia
eletronica.

Discussao geral

Ap6s a desnervacio do nodo sinoatrial e um exame ul-
traestrutural do nuicleo paratrigeminal, as fibras e as ter-
minacoes em degeneracao descritas permitem dizer que
esse nucleo tem as conexdes necessarias para contribuir
para os reflexos cardiovasculares. Além disso, pode-se
afirmar que as terminacdes em questao estao confina-
das a uma porcao especifica do nicleo paratrigeminal,
que corresponde essencialmente a sua porcao média.
O nervo vago tem fibras sensitivas e motoras na regiao
cervical e nos ganglios nodosos. Ambas ascendem a um
nivel medular através da regiao dorso-lateral do bulbo
e das ilhas da neurdpila do Pa5¢?, e os barorreceptores
da aorta e da carétida foram inicialmente identificados
no nervo vagal e no nervo glossofaringeo, respectiva-
mente®. Ambos os nervos tém aferéncias somaticas
para o Pa5. As éreas de projecao aferente do NTS e
do RVL inseridas na porcao medial do nicleo contém
fibras axonais degeneradas elétron-densas. Este achado
pode confirmar o componente barorreflexo caracteris-

einstein. 2012;10(2):145-50



150 Caous CA, Smith RL, Haapalainen EF, Lindsey CJ

tico do nucleo. Os presentes dados neuroanatomicos
sugerem que o Pa5 pode ser considerado uma porta de
entrada sensitiva de informacoes para reflexos viscerais.

CONCLUSAO

Essa via ou substrato neuroanatdmico, que envolve
elementos barorreceptores, pode estar associada a ati-
vacao simpatica e seus efeitos cardiovasculares. Em
conclusdo, apds a desnervacdo do nodo sinoatrial, o
nucleo paratrigeminal foi investigado em nivel de mi-
croscopia eletronica, tendo sido identificadas fibras ou
terminacgoes axonais degeneradas na por¢ao medial do
nucleo. O presente resultado, além do estudo morfo-
l6gico, complementa outros estudos realizados sobre o
Pa5, no tocante a sua fungao como importante relé para
informacoOes pressdricas sensitivas para o arco reflexo
cardiovascular.
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