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RESUMO 

GIORGETTO, C. Quantificação de fibras positivas para substância P em nervo 

Sural de ratos espontaneamente hipertensos. 2020. 121 f. Tese (Doutorado) - 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2020. 

 

A hipertensão arterial sistêmica é uma doença altamente incidente e fator de risco, 

principalmente, para acidentes vasculares cerebrais. No entanto, é raramente 

explorada como possível causa de neuropatia para fibras mielínicas finas e 

amielínicas. A biópsia do nervo periférico é um recurso importante no diagnóstico de 

neuropatias, sendo inclusão em resina epóxi padrão-ouro de identificação e 

quantificação de fibras nervosas. No entanto, a imunomarcação vem sendo 

adicionada à investigação de neuropatias inflamatórias. Porém, anticorpos contra 

neurotransmissores para identificação de fibras específicas são muito pouco 

explorados. Assim, o objetivo deste estudo foi identificar substância P (SP), através 

de imunohistoquímica (IHQ), e quantificar a densidade de fibras mielínicas finas e 

amielínicas reativas a este neurotransmissor nos segmentos proximais e distais dos 

nervos surais de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e normotensos (WKY), 

machos e fêmeas (n=6 por grupo) com 20 semanas de idade, comparando os 

diferentes segmentos e lados deste nervo. Após anestesia e medida direta da pressão 

arterial, os nervos foram dissecados e preparados tecnicamente para IHQ, a qual 

seguiu protocolo padronizado. A quantificação da densidade de fibras reativas à SP 

presente nos nervos foi realizada através do programa computacional Image J. Para 

dados pareados com distribuição normal realizou-se teste t de Student pareado, em 

caso contrário foi executado o teste de Wilcoxon, e para dados não pareados com 

distribuição normal realizou-se teste t de Student, em caso contrário, o teste de Mann-



Whitney. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando 

p<0,05. Diferenças significativas foram observadas para o parâmetro proposto quando 

comparadas as fêmeas WKY com as SHR e quando comparados os machos WKY 

com os SHR. Os resultados indicaram que a hipertensão arterial sistêmica altera 

importantes componentes do nervo Sural de animais hipertensos. Além disso, as 

comparações entre machos e fêmeas WKY e SHR permitiram concluir também que a 

densidade das fibras imunomarcadas neste nervo não possui correlação com gênero, 

mas sim com linhagem.  

 

Palavras-chave: Nervo Sural. Fibras mielínicas finas. Fibras amielínicas. Substância 

P. Ratos espontaneamente hipertensos. Gêneros. 
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ABSTRACT 

GIORGETTO, C. Substance P quantification in the Sural nerve of hypertensive 

rats. 2020. 121 f. Thesis (Doctoral) - Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo, Ribeirão Preto, 2020. 

 

Systemic arterial hypertension is a highly incident disease and a major risk factor for 

stroke. However, it is rarely explored as a possible cause of neuropathy for thin 

myelinic fibers and amyelinic fibers. Peripheral nerve biopsy is an important resource 

in the diagnosis of neuropathies, being embedding in epoxy resin the gold standard for 

identification and quantification of nerve fibers. However, immunostaining has been 

added to the investigation of inflammatory neuropathies. However, antibodies against 

neurotransmitters for identifying specific fibers are very little explored. Thus, the 

objective of this work was to identify substance P (SP) by immunohistochemistry (IHC), 

and to quantify the density of  SP-reactives thin myelin fibers and unmyelinated fibers 

in the proximal and distal segments of the nerves in the spontaneous hypertensive rat 

(SHR) and normotensive (WKY), males and females (n = 6 per group) at 20 weeks of 

age, comparing the different segments and sides of this nerve. After anesthesia and 

direct blood pressure measurement, the nerves were dissected and technically 

prepared for IHC, which followed a standardized protocol. The quantification of the 

density of SP-reactive fibers present in the nerves was performed using the computer 

program Image J. For paired data with normal distribution, Student's t-test was 

performed, otherwise the Wilcoxon test was performed, and for unpaired data with 

normal distribution, Student's t-test was performed, otherwise Mann-Whitney test was 

executed. Results were considered statistically significant when p <0.05. Significant 

differences were observed for the proposed parameter when comparing WKY females 



with SHR ones and when comparing WKY males with SHR ones. The results indicated 

that systemic arterial hypertension alters important sural nerve components in 

hypertensive animals. Moreover, the comparisons between males and females WKY 

and SHR also allowed to concluded that the density of the immuno-labeled fibers in 

this nerve is not correlated with gender, but with lineage. 

 

Keywords: Sural nerve. Thin myelin fibers. Unmyelinated fibers. Substance P. 

Spontaneously hypertensive rats. Genders. 
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1. INTRODUÇÃO 
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1.1. HIPERTENSÃO ARTERIAL  

 
As doenças crônicas são consideradas um grave problema de saúde em todo 

o mundo, que geram gastos importantes aos cofres públicos (WEBER et al., 2014; 

GOIT; ANSARI, 2016). Dentre estas doenças destaca-se a hipertensão arterial (HA), 

condição clínica caracterizada por elevação sustentada dos níveis pressóricos 

≥140x90 mmHg, segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2013).  

A HA possui causa multifatorial para sua gênese e manutenção, uma vez que 

a regulação da pressão arterial (PA), uma das funções fisiológicas mais complexas do 

organismo, depende de ações integradas dos sistemas cardiovascular, renal, neural 

e endócrino (FOËX; SEAR, 2004). 

Dados epidemiológicos demonstram que a HA  afeta aproximadamente 1 bilhão 

de pessoas no mundo, com previsão de aumento até o ano de 2025, podendo chegar 

a 1,5 bilhões de hipertensos (CHOCKALINGAM, 2007; JARARI et al., 2016; WEYER, 

2016). 

No Brasil, esta doença atinge cerca de 36 milhões de pessoas, o que 

corresponde a 32,5% da população do país, sendo os idosos, com idade superior a 

65 anos, a parcela da sociedade mais afetada (60%) (SCALA; MAGALHÃES; 

MACHADO, 2015). Adicionalmente, estudos realizados pelo Instituto Brasileiro de 

Geografia e Estatística através da Pesquisa Nacional de Saúde (IBGE, 2013), 

revelaram maior proporção de mulheres com diagnóstico médico de HA (24,2%) em 

relação aos homens (18,3%). 

A maioria dos casos de HA, cerca de 90%, não apresenta causa aparente 

facilmente identificável, sendo conhecida como HA primária ou essencial. A outra 

pequena parcela deles, cerca de 5% a 10%, possui causas muito bem estabelecidas, 
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as quais precisam ser devidamente diagnosticadas, uma vez que, com a remoção do 

agente etiológico, é possível controlar ou curar o quadro hipertensivo. Esta é chamada 

HA secundária (CHIONG et al., 2008; RIMOLDI; SCHERRER; MESSERLI, 2014). 

Dessa maneira, os valores da PA podem ser influenciados por fatores de risco 

para seu aumento, os quais são descritos como não modificáveis e modificáveis. Os 

primeiros estão ligados à fatores genéticos, à idade, e estão relacionadas com o 

envelhecimento populacional (PICON et al., 2013) e ao sexo e etnia, tendo as 

mulheres da raça negra valores pressóricos mais elevados (NASCIMENTO-NETO et 

al., 2013); e os últimos, estão vinculados a causas renais, vasculares, endócrinas, 

neurológicas e gestacionais, como também ao Diabetes Melito, ao estresse, ao 

consumo de álcool, ao uso excessivo de sal, ao uso de anticoncepcionais orais, de 

nicotina, de drogas imunossupressoras, (CHIONG et al., 2008; HE; MacGREGOR, 

2010; ZHAO et al., 2011; RIMOLDI; SCHERRER; MESSERLI, 2014; ANDRADE et al., 

2015; DE BOER et al., 2017) e ao sedentarismo e obesidade, visto que, de acordo 

com dados do Ministério da Saúde colhidos através do Sistema de Vigilância de 

Fatores de Risco e Proteção para Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico 

(BRASIL, 2018), há relação linear entre insuficiência de atividade física (inferior a 150 

minutos semanais), o aumento de peso corporal e a elevação da PA. 

Segundo a VII Diretriz Brasileira de Hipertensão Arterial, publicada pela 

Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC, 2016), esta doença mantém associação 

bem estabelecida com eventos críticos, como: acidente vascular encefálico (AVE), 

infarto agudo do miocárdio (IAM), insuficiência cardíaca (IC), doença renal fatal e não 

fatal. Sendo assim, a pressão sanguínea elevada contribui com 62% de todos os 

casos de AVE e com 49% de todas as doenças cardíacas, ocasionanso impacto 

elevado na perda da produtividade no trabalho e da renda familiar (estimado em US$ 
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4,18 bilhões entre 2006 e 2015), gastos com saúde pública (estimado em US$ 671,6 

milhões no ano de 2005), visto que 70% da população brasileira depende do Sistema 

Único de Saúde, e milhares de mortes (141. 878 mortes no ano de 2017) (ABEGUNDE 

et al., 2007; DIB; RIERA; FERRAZ, 2010; PEREIRA, 2010; WIDIMSKÝ, 2015; SMITH 

et al., 2016; BRASIL, 2017). 

A HA, além dos importantes eventos supracitados, tem sido vindulada como 

causa de neuroparia periférica, a neuropatia hipertensiva (TOMASSONI et al., 2004; 

GREGORY et al., 2012). Embora sejam fenômenos aparentemente distintos, 

investigações clínicas e experimentais demonstraram que sujeitos hipertensos 

possuem percepção reduzida de estímulos dolorosos comparados aos normotensos 

(GHIONE, 1996; FRANCE, 1999; GUASTI et al., 1999). Ainda, foi observado que 

pessoas normotensas, com parentes hipertensos de primeiro grau, demonstram 

menor sensibilidade a dor experimental do que indivíduos sem histórico familiar da 

doença (AL´ABSI; BUCHANAN; LOVALLO, 1996).  

Recentemente, procurou-se estabelecer a relação entre dor e HA utilizando 

questionários para quantificar a presença e intensidade da dor. Um desses estudos 

demonstrou que indivíduos hipertensos apresentavam até 60% menos dor 

musculoesquelética do que normotensos (HAGEN et al., 2002). Em outro, verificou-

se que a intensidade da dor está associada com pequeno, porém significativo 

aumento na prevalência de diagnóstico de HA (BRUEHL et al., 2005). 

Considerando a dor um mecanismo que auxilia na proteção do corpo contra 

lesões potenciais, sua correlação com o quadro hipertensivo implica na redução dos 

sinais de advertência ao risco eminente da integridade física, expondo o organismo a 

possíveis danos (FERREIRA et al., 2015). 
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Finalmente, com base nesta importante correlação clínica, nota-se a relevância  

da investigação a respeito da ação da HA sobre as vias nervosas periféricas por onde 

trafegam os sinais dolorosos. Para isso, destaca-se a ciência experimental e o uso de 

modelos animais de HA.  

 

1.2. RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS  

Por um longo período de tempo, os pesquisadores vêm se dedicando à 

encontrar o modelo experimental que melhor caracterize uma patologia tão importante 

para o ser humano como é a HA (FAZAN-JR; DA SILVA; SALGADO, 2001). 

Dentre os principais modelos animais para essa doença encontrados na 

literatura, podemos citar os modelos de hipertensão genética espontânea 

(OKAMOTO; AOKI, 1963), hipertensão genética sal-sensível (DAHL; HEINE; 

TASSINARI, 1962), hipertensão neurogênica (DOYLE; SMIRK, 1955), hipertensão 

renovascular (GOLDBLATT et al., 1943), hipertensão por oclusão e desoclusão do 

pedículo renal (FAZAN-JR; DA SILVA; SALGADO, 2001), hipertensão renopriva 

(WILSON; BYRON, 1941; FERRARIO; PAGE; MCCUBBIN, 1970), hipertensão 

perinefrítica (PAGE, 1939; GROLLMAN, 1944), hipertensão por coartração da artéria 

Aorta (SALGADO; FAZAN-JR; SALGADO, 1997), hipertensão por inibição crônica do 

óxido nítrico (RIBEIRO et al., 1992; BAYLIS; MITRUKA; DENG, 1992) e hipertensão 

dependente de mineralocorticoides (SELYE; STONE, 1946; CARRETERO; 

ROMERO, 1977). 

O modelo animal experimental ideal para as pesquisas científicas em HA deve 

possuir semelhanças etiológicas, anatômicas, hemodiâmicas e fisiológicas com o ser 

humano, além de desenvolver complicações relativas a esta condição, características 

às observadas no homem (BLANC; LAMBERT; ELGHOZI, 2000). 
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 Como o tipo de hipertensão mais comum nos seres humanos é do tipo  

essencial, na qual há contribuição de múltiplos genes, o modelo animal para seu 

estudo não pode ser derivado de uma única alteração genética. Com base nisto, 

dentre os modelos disponíveis, o que melhor preenche este critério são os ratos 

espontaneamente hipertensos (spontaneously hypertensive rats) (SHR), uma 

linhagem geneticamente homogênea com potencial hipertensivo de etiologia 

poligênica (NABIKA, 1999; LERMAN et al., 2005; SUN; ZHANG, 2005).  

 Os animais SHR foram desenvolvido por Okamoto e Aoki em 1963 a partir da 

procriação consanguínea de ratos Wistar Kyoto (WKY), ou seja, sem qualquer recurso 

farmacológico ou cirúrgico (FAZAN et al., 2006). 

 O desenvolvimento de uma PA elevada nesta cepa é observada já na 5ª 

semana de vida, quando os animais apresentam frequência cardíaca (FC) e 

resistência vascular periférica elevadas, e débito cardíaco ainda normal. Entre a 7ª e 

15ª semanas de vida, os SHR já demonstram nível de PA considerado como 

hipertensão espontânea, que continua se elevando até atingir um platô, entre a 20ª e 

28ª semanas de vida, quando são considerados ratos adultos. Neste momento, seu 

nível pressórico corresponde a 190x20 mmHg (FAZAN-JR; DA SILVA; SALGADO, 

2001). 

 No SHR adulto, a HA está associada a progressão do aumento da resistência 

vascular periférica. Além disso, com o evoluir da doença, seu músculo cardíaco se 

hipertrofia de maneira progressiva, até que, nos estágios finais, seu débito cardíaco 

reduz-se em decorrência de uma insuficiência cardíaca congestiva (FROHLICH, 1997; 

THOMAS et al., 1997; FLISER et al., 1998; POTTS; MCKEOWN; SHOUKAS, 1998).  

 Mesmo que os animais SHR não tenham sido o primeiro modelo de hipertensão 

espontânea (SMIRK; HALL, 1958), se não for o mais descrito na literatura, certamente 
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destaca-se entre eles (FAZAN-JR; DA SILVA; SALGADO, 2001; FAZAN et al., 2006). 

Esta importância é decorrente da semelhança existente entre a hipertensão essencial 

humana e a observada neste modelo animal, de modo que ambos possuem 

predisposição genética para a doença sem origem bem definida, aumento da 

reisitência vascular periférica, hipertrofia da musculatura lisa vascular e miocárdica 

com constrição de arteríolas e vênulas, comprometimento renal e igual resposta a 

tratamentos medicamentosos (LAWAND, 2008). 

Outros aspectos que depõem à favor do emprego do SHR nas pesquisas 

científicas são seu relativo curto período de vida, seu porte reduzido e a facilidade 

para a sua manutenção (FAZAN-JR; DA SILVA; SALGADO, 2001).  

Apesar de toda excelência que permeia os ratos espontaneamente hipertensos, 

estes guardam algumas ressalvas em seus cuidados que podem interferir no 

desenvolvimento de sua PA, sendo elas relacionadas a sua reprodução, uma vez que 

características podem mudar levemente de uma geração para outra, ou entre 

diferentes colônias (MULLINS; BANKS, 1976; SINAIKO; MIRKIN, 1978) e ao ambiente 

onde são mantidos, considerando a alta ingestão de sódio (LOUIS; TABEI; 

SPECTOR, 1971) a presença de eventos estressores (YAMORI et al., 1969), as 

alterações sociais (HALLBACK; ISAKSSON; NORESSON, 1975) e do ciclo 

claro/escuro (LAIS; SHAFFER; BRODY, 1974). 

A partir do exposto, é possível notar a importância e a aplicabilidade deste 

modelo experimental na pesquisa científica, fato que pode ser comprovado também 

pela variedade de estudos que se valem dos SHR. Neste aspecto, observa-se sua 

participação em trabalhos relacionados ao comportamento animal (BAYLESS; 

PEREZ; DANIEL, 2015; NIIGAKI et al., 2019), à origem e ao desenvolvimento natural 

da HA (NELSON et al., 2017; SCRIDON et al., 2017; AVOLIO et al., 2018), aos 
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componentes genéticos desta cepa (ELY; TURNER, 1990; DICKEY et al., 2012; 

MAAN et al., 2017), a métodos de tratamento para esta doença (KIVIMÄKI et al., 2012;  

SHENGFENG et al., 2015; LOCATELLI et al., 2017) e às alterações morfológicas 

vinculadas à HA encontradas em diversos sistemas dos SHR, tais como: o ósseo 

(DODD et al., 2019), o muscular (ATRAKCHI; GRAY; CARLSEN; 1994), o vascular 

(RUSSO et al., 2017), o respiratório (AHARINEJAD et al., 1996), o digestório 

(STEWART et al., 2016), o reprodutor (MARIC-BILKAN; GILBERT; RYAN, 2014), o 

urinário (LAURENT et al., 2001), o genital (TOBLLI et al., 2000; BECHARA et al., 

2003), o sistema nervoso central  (NELSON et al., 2009) e também o sistema nervoso 

periférico, sendo o nervo Sural um exemplar frequentemente investigado nestes casos 

(SANADA et al 2012; SANADA et al., 2015; NUKADA et al., 2016;  FONTANESI et al., 

2019). 

 

1.3. NERVO SURAL  

A primeira descrição detalhada da origem e trajeto do nervo Sural de ratos data 

de 1963. Nela, Greene  descereve como sendo um ramo do nervo fibular comum, que 

se continua por uma extensão variável, na coxa, inserido em uma bainha comum ao 

nervo Tibial. Quando alcança a região da fossa poplítea, o nervo Sural, segundo este 

autor, pode emitir o ramo Sural lateral, responsável pela invervação da pele da 

superfície lateral da sura (GREENE, 1963) (Fig. 1).  

O nervo em questão segue seu trajeto entre o músculo Bíceps femoral e 

Gastrocnêmio (cabeça lateral), momento em que está enovelado aos vasos surais 

superficiais. Ao passar abaixo da borda posterior dos músculos do jarrete, ele se 

superficializa, quando, então, emite o ramo anastomótico fibular, localizado abaixo do 

tendão calcâneo, que alcança a pele da face lateral e do terço distal da perna. Esse 
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ramo, ao se unir ao nervo plantar lateral, fornece inervação para a pele do dorso do 

quarto dígito, para a face lateral do quinto dígito, para os músculos lumbricais, para o 

músculo flexor curto do quinto dígito e também para os músculos abdutores do quinto 

dígito do rato (GREENE, 1963; NAKANISHI; NORRIS, 1970; POVLSEN et al.,1993). 

Finalmente, quando o nervo sural passa por atrás do maléolo lateral, se finda na pele 

e na fáscia da região do tornozelo e do calcanhar (GREENE, 1963) (Fig. 1). 

 

          Figura 1- Representação da anatomia do nervo Sural do rato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                

Fonte: Jeronimo (2007). 
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Apesar da caracterização da origem do nervo Sural descrita por Greene (1963) 

parecer bem definida, alguns estudos mais rescentes se referem à eminênica deste 

nervo como sendo ramo direto do nervo Isquiático. Por exemplo, Schmalbruch (1986), 

ao analisar a composição das fibras do nervo Isquiático de ratos Wistar, relatou que o 

nervo Sural tem origem na face dorsal do nervo Tibial, ambos oriundos da porção tibial 

do nervo Isquiático. Ainda, Puigdellívol et al., (2000), ao investigarem a contribuição 

do nervo Femoral e do nervo Isquiático na formação dos feixes sensoriais para os 

dígitos do membro pélvico de ratos Sprague-Dawley, concluíram que o Sural é um 

dos quatro ramos diretos do nervo Isquiático.  

É importante mencionar que toda esta descrição referente ao nervo Sural de 

ratos não é a observada normalmente nos seres humanos. Neles, este nervo tem 

origem na perna, devido a união do nervo Cutâneo medial da sura, descrito como 

ramo do nervo Tibial, com o ramo Comunicante fibular, descrito como ramo do nervo 

Fibular, união esta que ocorre mais precisamente entre as cabeças medial e lateral 

do músculo Gastrocnêmio (GARDNER et al., 1978; JERONIMO, 2007) (Fig. 2).  

Durante seu percurso em direção distal, o nervo Sural margeia a veia Safena 

parva, emitindo ramos para a pele da região posterior da perna, o que permite sua 

comunicação com o nervo Cutâneo posterior da coxa. Ao passar posteriormente 

abaixo do Maléolo lateral, o nervo em questão segue ao longo da borda lateral do pé 

e do quinto dedo como nervo Cutâneo sural lateral que, no dorso do pé, une-se com 

o nervo Cutâneo dorsal intermédio, ramo do fibular superficial (GARDNER et al., 1978) 

(Fig. 2). 
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Figura 2- Representação da anatomia do nervo Sural do ser humano. 

Fonte: Netter (2018) 

 

Ao analisarmos os alvos dos nervos surais de ratos e de seres humanos, 

podemos inferir que as diferenças entre eles não se limitam apenas a seu trajeto, 

como também abrangem sua constituição. Enquanto no homem este elemento 

anatômico é considerado exclusivamente sensitivo, em ratos é tido como um nervo 

misto, constituído  por axônios motores (3 a 4%) e sensitivos (96 a 97%) (DICK et al., 

1984). Os axônios motores são formados por fibras mielínicas grossas a-Alfa, 

oriundas do nervo Isquiático, e são responsáveis pela contração e propriocepção de 
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músculos esqueléticos (VEJSADA; PALECEK; HNIK; HOITSMA et al., 2004). Os 

axônios sentitivos são formados por fibras mielínicas finas a-Delta e amielínicas C, as 

quais correspondem aos prolongamentos periféricos dos neurônios residentes no 

gânglio da raíz dorsal e transmitem sinais de dor e temperatura (SWETT; WOOLF, 

1985; HOITSMA et al., 2004). 

O nervo Sural, devido a sua localização, composição e facilidade para obtenção 

de dados de normalidade na literatura, é amplamente utilizado nas investigações 

clínicas e experimentais referentes aos casos de manifestações de possíveis 

neuropatias periféricas (MARTINS; SIQUEIRA; TEDESCO-MARCHESE, 2002). 

A biópsia deste elemento é uma prática importante no diagnóstico das 

manifestações neuropáticas. Diversas são as técnicas histológicas que permitem sua 

avaliação, fornecendo pistas relevantes, tanto para a etiologia quanto para a 

investigação dos mecanismos fisiopatológicos dessas doenças, bem como orientando 

a abordagem terapêutica de lesões inflamatórias, infecciosas, desmielinizantes ou 

degenerativas (KING; GINSBERG, 2013).  

Visto isso, a abordagem do nervo Sural do rato SHR configura um importante 

recurso experimental, o qual poderia auxiliar a área clínica quanto ao esclarecimento 

dos déficits perceptuais, decorrentes da neuropatia hipertensiva, encontrados em 

sujeitos hipertensos (NUKADA et al., 2016; FONTANESI, 2019).  

 

1.4. IMUNOHISTOQUÍMICA NA ABORDAGEM HISTOLÓGICA DOS 

NERVOS PERIFÉRICOS 

O método de abordagem histológica mais frequentemente empregado para a 

análise dos nervos periféricos, tanto na pesquisa clínica quanto na pesquisa 

experimental, é a inclusão em resina epóxi, sendo os objetivos dos trabalhos que se 
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valem dele voltados para a investigação de eventos biológicos relacionados ao 

desenvolvimento, envelhecimento, adoecimento, regeneração e às diferenças entre 

gêneros encontradas nos nervos (JERONIMO et al., 2005; LIMA et al., 2007; 

JERONIMO et al., 2008; MORIYAMA et al., 2016; CAZZATO et al., 2011; PONS-

VÁZQUEZ et al., 2011; UGRENOVIC´ et al., 2016; ZIAGO et al., 2017; UCAY; UZUN, 

2018). 

Uma das vertentes para uso dessa técnica é a exposição de cortes semifinos 

dos nervos emblocados e corados com azul de toluidina à microscopia de luz. A partir 

disso, classes de fibras nervosas podem ser morfometricamente identificadas e 

estudadas (BILEGO-NETO et al., 2000) (Fig. 3).  No entanto, vale destacar que as 

fibras mielínicas finas e as fibras amielínicas, alvos importantes das neuropatias, 

podem se tornar  dificilmente observadas com este tipo de abordagem, principalmente 

quando o microambiente está alterado por presença de infiltrado de células imunes, 

necessitando, então, de amplos aumentos (BOZZOLA; RUSSEL, 1999; GIORGETTO, 

2018).  

Dessa forma, a microscopia eletrônica de transmissão, por gerar imagens 

acuradas da ultraestrutura do tecido, configura-se como um importante recurso para 

identificação, quantificação e análise dos axônios A-delta e C (Fig. 4). Porém, seu uso 

apresenta algumas desvantagens como o alto custo, o tempo demandado, a 

necessidade de treinamento técnico e o uso de substâncias altamente tóxicas, como 

o tetróxido de ósmio (BOZZOLA; RUSSEL, 1999).  
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                        Figura 3- Fotomicrografia de corte semifino de nervo Sural de rato WKY 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Em (M) fibras mielínicas grossas e em (A) fibras mielínicas finas e amielínicas no espaço 

endoneural de nervo Sural corado com azul de toluidina. Fonte: imagem modificada de Giorgetto et al. 

(2018). 

                        Figura 4- Ultramicrografia eletrônica do nervo Isquiático de rato Wistar 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Em (m)= fibras mielínicas; (N)= núcleo de uma célula de Schwann, (R)= fibras amielínicas e 

em (C)= fibras colágenas no espaço endoneural de nervo Isquiático aumentado em 7500x. Fonte: 

Torres (2010). 
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Neste contexto, a imunohistoquímica (IHQ) ganha destaque por permitir a 

abordagem, de maneira indireta, de fibras nervosas específicas através da aplicação 

de anticorpos contra seus neurotransmissores (GIORGETTO; SIMÕES; FAZAN, 

2017). Além disso, por se preocupar com a preservação da morfologia tecidual, esta 

técnica torna sua análise mais acurada, diferentemente dos demais métodos de sua 

categoria, tais como radioimunoensaio (GAMSE; LEMBECK; CUELLO, 1979; ENGEL 

et al., 1980; GANEL; ENGEL; LUBOSHITZ, 1981; KIMURA et al., 1996), cromatografia 

(ULIN; GUSTAVII; PERSSON, 1976; MIWA et al., 1988; SUNDKVIST et al., 2000) e 

imunofluorescência (CAMPAGNOLO et al., 2015; RUSSI et al., 2018; SOMMER, 

2018). 

 A IHQ apresenta aplicações bastante diversificadas, sendo elas classificadas 

como direta e indireta, incluindo suas variáveis (FERRO, 2014). O método direto é o 

meio mais simples de emprego desta técnica, no entanto, é o que apresenta menor 

sensibilidade. Nele, os anticorpos primários unidos a um marcador se acoplam 

diretamente ao seu antígeno, de modo que, para se obter sucesso, é necessário que 

os anticorpos se apresentem em quantidade suficiente nas amostras (RAMOS-VARA, 

2005; FERRO, 2014) (Fig. 5).  

 

                                Figura 5- Representação do método direto 

 
 
 
 

 
 

 

 

 

Em (Ag)= antígeno; (Ac1)= anticorpo primário e em (M)= marcador. Fonte: Ferro (2014). 
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Ao contrário do descrito anteriormente, o método indireto simples demonstra 

maior sensibilidade. Nele, o anticorpo primário, por não ser marcado, mantém maior 

atividade e, consequentemente, a reação se apresenta mais intensa. Outra vantagem 

da IHQ indireta é sua versatilidade e economia pois, basta a presença de um anticorpo 

secundário associado a um marcador que pode-se detectar diferentes anticorpos 

primários de maneira concomitante (FERRO, 2014; CARVALHO, 2016) (Fig. 6). 

  

                     Figura 6- Representação do método indireto simples 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Em (Ag)= antígeno; (Ac1)= anticorpo primário; (Ac2)= anticorpo secundário e em (M)= marcador. 

Fonte: Ferro (2014). 

 

Dentre os meios indiretos de se aplicar a IHQ, podem ser citados os polímeros, 

a peroxidade-antiperoxidase (PAP), avidina-biotina-peroxidase (ABC), a labelled-

avidin-biotin (LAB) e a labelled-streptavidin-biotin (LSAB) (RAMOS-VARA, 2005; 

FERRO, 2014; DO CARMO, 2016; SIMÕES et al., 2018), técnica que se baseia na 

aplicação de um anticorpo primário contra seu antígeno, seguida pela inserção de um 

anticorpo secundário biotinilado contra o primário, e finalizada com a inclusão da 

estreptavidina, normalmente marcada com HRP (Horseradish Peroxidase) (Fig. 7), 
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elemento obtido a partir da raíz do rábano Armoracia rusticana que possui hematina 

em sua composição, a qual, em contato com o peróxido de oxigênio (H2O2), oxida um 

doador de elétrons (VEITCH, 2004; RAMOS-VARA, 2005; FERRO, 2014; 

CARVALHO, 2016) (Fig. 8).  

 

               Figura 7- Representação do método indireto LSAB 

  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
   
 

Em (Ag)= antígeno; (Ac1)= anticorpo primário; (Ac2)= anticorpo secundário e em (HRP)= 

Horseradish Peroxidase. Fonte: Ferro (2014). 

 

Alguns dadores de elétrons, uma vez oxidados, tornam-se coloridos e portanto 

são designados cromógenos, sendo o 3,3’-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) 

o mais utilizado, o qual confere coloração marrom no local onde ocorreu a ligação 

antígeno-anticorpo, tornando-a visível (VEITCH, 2004; RAMOS-VARA, 2005; FERRO, 

2014; CARVALHO, 2016) (Fig. 8). 

 

HRP HRP 
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Figura 8- Representação esquemática da revelação por DAB  

 
Em (H2O2)= peróxido de oxigênio; (DAB= 3,3’)= diaminobenzidina tetrahidrocloreto e em (O2)= oxigênio 

livre.  Fonte: Fonte: imagem modificada de Ferro (2014). 

 

A IHQ vem sendo adicionada à investigação de neuropatias inflamatórias, de 

modo que, dos anticorpos disponíveis, os mais comumente empregados para este fim 

são aqueles que diferenciam linfócitos T (CD3þve) e B (CD20þve). Além destes, ainda 

estão incluídos nas rotinas de análises, os anticorpos contra macrófagos, proteína 

básica de mielina, neurofilamentos e antígeno da membrana epitelial para células 

perineurais. No entanto, anticorpos contra neurotransmissores produzidos pelas 

próprias fibras nervosas ou nelas localizados são muito menos explorados (KING; 

GINSBERG, 2013).  

 

1.5. SUBSTÂNCIA P 

A substância P (SP) foi identificada no início do século XX por Von Euler, 

quando extraída do cérebro e intestino de cavalos (VON EULER; GADDUM, 1931; 

HARRISON; GEPPETI, 2001), e nomeada em 1934 por Gaddum e Schild ao 

referirem-se ao pó (“P”), forma através da qual este elemento é obtido (GADDUM; 

SCHILD, 1934). No entanto, somente após 40 anos de seu descobrimento, em 1971, 

Doador de elétrons 
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que a estrutura de aminoácidos que a compõe foi isolada e caracterizada (CHANG; 

LEEMAN; NIALL, 1971) (Fig. 9). 

 

Figura 9- Representação da estrutura molecular da substância P 

    
Imagem desenvolvida pelo programa Avogadro destacando as extremidades COOH- e NH2- da 

molécula. Fonte: Carvalho (2016). 

 

Sua origem é dependente do gene pré-protaquicinina-I que expressa quatro 

formas diferentes de RNAm (Messenger Ribonucleic Acid), das quais duas (β e γ) 

codificam tanto a síntese de SP quanto de neuroquinina A, enquanto outras duas (α e 

δ) codificam somente a síntese SP, processos os quais ocorrem nos ribossomas das 

células neurais (BRENER, 2009). 

Após sintetizada, a SP é armazenada em vesículas e transportada para 

terminações nervosas centrais e periféricas, locais onde passa por um processo 

enzimático final, destacando-se nele a endopeptidase neutra, envolvida no 

metabolismo da SP no cérebro e em tecidos periféricos, e a enzima conversora de 

angiotensina, que degrada a SP no plasma, no fluido cerebrospinal e na substância 

negra (HARRISON; GEPPETTI, 2001). 

A SP, ao lado da neurocinina A, neurocinina B, neurocinina K e da neurocinina 

Y, é um neuropeptídeo da família das taquicininas, hormônios encontrados em 
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vertebrados e invertebrados (HARRISON; GEPPETI, 2001). Esses peptídios possuem 

sequência C-terminal (COOH-) comum, importante na ativação de receptores 

neurocinina 1 (NK-1), neurocinina 2 (NK-2) e neurocinina (NK-3), e têm sequência N-

terminal (NH2-) distinta, responsável pela especificidade ao receptor (KRAUSE et al., 

1987; GUARD; WATSON, 1991; CASCIERI et al., 1992; PAGE, 2004). 

Graças aos estudo que se dedicaram a investigar a interação da SP com seus 

receptores, sabe-se que os do tipo NK-1 possuem preferência para este 

neuropeptídeo, o que não o impede de atuar também em outras classes de receptores, 

como o NK-2 e o NK-3 (BRENER, 2009). 

As ações da SP decorrentes de sua interação com seus receptores são 

variadas e ocorrem tanto central como perifericamente, uma vez que é encontrada, 

por exemplo, em neurônios, fibras mielínicas finas e amielínicas, células vasculares 

endoteliais, músculos e diferentes tipos de células imunes (MENO; KIYAMA; 

TOHYAMA, 1993; MAGGI, 1995; REGOLI et al., 1994; LIU et al., 1997; 

PENNEFATHER et al., 2004). 

A SP exerce papel na regulação da inflamação neurogênica e da resposta 

imune, estando também relacionada com a percepção da dor (HARRISON; 

GEPPETTI, 2001). Como taquicinina que é, ainda é capaz de modificar a resposta de 

células inflamatórias, apresentando efeito potencializador da proliferação e 

diferenciação linfocítica, da secreção de citocinas e da produção de imunoglobulinas, 

sendo, portanto, um potente imunomodulador (WALSH et al., 1995; HARRISON; 

GEPPETTI, 2001; HÖKFELT; PERNOW; WAHREN, 2001). 

  Outras ações da SP incluem a regulação do sistema cardiovascular, a 

sobrevivência e degeneração neuronial, a regulação de mecanismos respiratórios 

(MUÑOZ et al., 2008), além de ser responsável pela contração da musculatura lisa e 
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esquelética, pela salivação e vasodilatação (QUARTARA; MAGGI, 1988; NOWICKI et 

al., 2006).  

Este neuropeptídeo também é associado à depressão, à doenças 

degenerativas do sistema nervoso central (QUARTARA; MAGGI, 1988; HARRISON; 

GEPPETTI, 2001) e do sistema nervoso periférico como, por exemplo, as neuropatias 

dolorosas, caracterizadas por hiperalgesia persistente HARRISON; GEPPETTI, 

2001). Entretanto, não são conhecidas menções a respeito da relação deste 

neurotransmissor com outras doenças desta classe, como a neuropatia hipertensiva, 

o que ampliaria a compreensão a cerca dos efeitos de uma PA continuamente elevada 

sobre o sistema nervoso periférico, mais especificamente, sobre os axônios nos quais 

este neuropeptídeo se encontra. Existe, portanto, a necessidade de explorarmos tal 

levantamento utilizando as boas ferramentas experimentais que temos em mãos. 
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2. OBJETIVOS 
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2.1. OBJETIVOS GERAIS:  

Os objetivos gerais do presente estudo são identificar a presença de SP, através 

da técnica de IHQ, e quantificar densidade de fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas com esse neurotransmissor em nervo Sural de ratos e ratas das 

linhagens Spontaneously Hypertensive Rat (SHR) e Wistar Kyoto (WKY), com 20 

semanas de vida. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 Caracterizar os animais como sendo verdadeiramente hipertensos e 

normotensos através da análise do peso corporal, da frequencia cardíaca  e de 

dados hemodinâmicos. 

 Identificar a presença de SP, através da técnica de IHQ, e quantificar a 

densidade de fibras mielínicas finas e amielínicas imunomarcadas para esse 

neurotransmissor nos segmentos proximal e distal dos nervos surais direito e 

esquerdo de ratos e ratas da linhagem WKY, com 20 semanas de vida. 

 Identificar a presença de SP, através da técnica de IHQ, e quantificar a 

densidade de fibras mielínicas finas e amielínicas imunomarcadas para esse 

neurotransmissor nos segmentos proximal e distal dos nervos surais direito e 

esquerdo de ratos e ratas da linhagem SHR, com 20 semanas de vida. 

 Comparar os valores da quantificação das fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas para SP nos nervos surais de cada gênero das linhagens 

estudadas, confrontando segmentos proximais com distais de mesmo lado e 

confrontando segmentos iguais de lados opostos. 
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 Comparar os valores da quantificação das fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas para SP nos nervos surais dos pares (macho e fêmea) das 

linhagens estudadas, confrontando mesmos segmentos de mesmos lados. 

  Comparar os valores da quantificação das fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas para SP nos nervos surais de animais de mesmos gêneros e 

linhagens diferentes, confrontando mesmos segmentos de mesmos lados. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 
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3.1. ANIMAIS 

Foram utilizados 24 ratos machos e fêmeas, das linhagens WKY e SHR, com 20 

semanas de vida, pesando entre 200 a 300g. Os animais foram alojados no biotério 

do Laboratório de Neurociências e Ciências do Comprotamento da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto (FMRP) da Universidade de São Paulo, sob controle de 

temperatura (23ºC ±1ºC), umidade relativa do ar entre 40 e 70% e ciclo claro/escuro 

de 12/12 horas. Os animais permaneceram em trios em gaiolas de polipropileno (34 x 

42 x 37 cm) forradas com serragem. Até o dia do experimento, tiveram livre acesso à 

água e ração padrão para pequenos roedores (Nuvilab CR1 – Nuvital ®). 

Os procedimentos aqui descritos estão de acordo com as normas éticas de 

experimentação animal aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA), 

sob o protocolo de número 153/2017 (Anexo, seção 8.1). 

Os animais foram alocados em 4 grupos independentes, seguindo o seguinte 

protocolo: 

I-  Wistar Kyoto Machos (WKY-M): Ratos da linhagem WKY, normotensos, com 20 

semanas de vida, cujos segmentos proximais e distais dos nervos surais direito e 

esquerdo foram submetidos à técnica de IHQ (n=6). 

II- Wistar Kyoto Fêmeas (WKY-F): Ratas da linhagem WKY, normotensas, com 20 

semanas de vida, cujos segmentos proximais e distais dos nervos surais direito e 

esquerdo foram submetidos à técnica de IHQ (n=6). 

III- Spontaneously Hypertensive Rats Machos (SHR-M): Ratos da linhagem SHR, 

hipertensos, com 20 semanas de vida, cujos segmentos proximais e distais dos nervos 

surais direito e esquerdo foram submetidos à técnica de IHQ (n=6). 
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IV- Spontaneously Hypertensive Rats Fêmeas (SHR-F): Ratas da linhagem SHR, 

hipertensas, com 20 semanas de vida, cujos segmentos proximais e distais dos nervos 

surais direito e esquerdo foram submetidos à técnica de IHQ (n=6). 

 

3.2. PROCEDIMENTO CIRÚRGICO 

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

com a associação de quetamina (75mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg), por via 

intraperitoneal. Os animais foram posicionados na mesa cirúrgica em decúbito dorsal, 

com as patas fixadas em abdução, e submetidos a cervicotomia para dissecção da 

artéria carótida direita. Esta foi, então, canulada com um tubo de polietileno PE-10 

preenchido com solução salina isotônica (0,9%), o qual foi introduzido até a artéria 

Aorta, para medida direta da pressão arterial. Esse cateter foi conectado a um 

transdutor de pressão (Statham, Pb23Db) e a pressão arterial foi registrada por 

aproximadamente 5 minutos em um microcomputador IBM/PC, equipado com uma 

interface analógico-digital (CAD 12/36 Lynx tecnologia Eletrônica). Os valores da 

pressão arterial sistólica, diastólica e média, bem como a frequência cardíaca, foram 

obtidos “off-line” a partir dos registros de pressão arterial pulsátil. 

Após o término do registro, a sensibilidade dolorosa foi novamente verificada, 

a fim de constatar a eficácia do anestésico. Em seguida, o animal foi posicionado na 

mesa cirúrgica em decúbito ventral, para retirada cirúrgica dos nervos surais direito e 

esquerdo na face posterior dos membros pélvicos, em toda sua extensão, desde sua 

origem, a partir do nervo isquiático, até o nível do maléolo lateral, imediatamente antes 

de sua bifurcação para o território cutâneo correspondente (Fig. 10). 
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           Figura 10: Procedimento cirúrgico para dissecação de nervo Sural do animal 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
          Em (A) animal posicionado em decúbito ventral; em (B) destaque para o membro pélvico, local 

de interesse cirúrgico e em (C) nervo Sural exposto sendo indicado pelas cabeças de seta brancas. 
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Ao término da cirurgia, como método de eutanásia, os animais foram 

submetidos à dose excessiva de anestésico, neste caso foi usado o triplo do volume 

aplicado anteriormente.  

Caso fosse notado sofrimento dos animais antes do período previsto para a 

data do experimento, estes eram eutanasiados com inalação de gás carbônico.  

 

3.3. PROCEDIMENTO HISTOLÓGICO 

Os nervos surais dissecados foram estendidos sobre uma tira de papel filtro, para 

evitar retração dos mesmos, separados em segmentos proximal e distal (Fig. 11) para, 

então, serem imersos em solução fixadora composta por paraformoldeído (4%) em 

tampão fosfato de sódio 0.2M, pH 7.4, por 16 horas a 4 ºC, preparada imediatamente 

antes do procedimento cirúrgico. 

 

      Figura 11: Nervo Sural dissecado  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nervo Sural dissecado, estendido sobre papel filtro e representativamente separado pela linha 

tracejada em segmentos proximal (P) e distal (D). 

P 

D 
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Após esta etapa, os segmentos dos nervos foram imersos em concentrações 

crescentes de sacarose a 10% por 4 horas a 4ºC e a 20% overnight também à 4ºC. 

Posteriormente, esse material foi congelado em OCT (Optimal Cutting Temperature), 

Acetona (A.C.S.) e gelo seco, sendo armazenado a -20ºC, até o momento do corte do 

material para futura análise por IHQ. 

 

3.4. IMUNOHISTOQUÍMICA PARA SUBSTÂNCIA P 

Os segmentos dos nervos surais congelados em OCT foram cortados 

sequencialmente em toda sua extensão em secções longitudinais com 10μm de 

espessura. Para isso, foi utilizado um equipamento Criostato (CM 1850 UV – Leica 

Biosystems, Ltda) a -19°C. Os cortes foram posicionados em lâminas silanizadas 

(Starfrost, Waldemar Knittel, Alemanha). Nesse processo, foram obtidas 6 lâminas 

para cada segmento do nervo, sendo que as secções foram nelas posicionadas 

horizontalmente até o máximo de 8 secções por lâmina, as quais passaram por 

secagem em câmara de vácuo por 3 horas antes de iniciar as etapas da IHQ. 

Após a secagem das lâminas, iniciou-se a IHQ para caracterização da SP. 

Inicialmente, os criocortes foram lavados com Tris-PBS-Triton (IB) (3 lavagens, 10 

minutos) seguida de bloqueio com soro de cavalo (NHS) a 10% em IB, por 40 minutos 

sob temperatura controlada (20ºC). Em seguida, fez-se a incubação com o anticorpo 

primário policlonal de coelho anti-substância-P (Abcam - ab 67006), diluído em soro 

de cavalo 10% NHS-IB (1:5000), por 20 horas à 4°C.  

Finalizada a incubação com o anticorpo primário, o material foi lavado com Tris-

PBS (pH 7.4) (3 lavagens, 10 minutos) seguida por incubação com o anticorpo 

secundário biotinilado (anti-IgG de coelho, Jackson Immuno Research), diluído em 

soro de cavalo 1% NHS-IB (1:500), por 2 horas sob temperatura controlada  (20ºC).  
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Após serem lavadas com Tris-PBS (pH 7.4) (3 lavagens, 10 minutos),  as secções 

foram incubadas em solução contendo Estreptavidina-Peroxidase HRP (Sigma-

Aldrich) diluída em IB (1:1500) por 2 horas sob temperatura controlada  (20ºC). A 

revelação foi feita em solução de diaminobenzidina intensificada com níquel (Ni-DAB), 

seguida de solução DAB+Peroxidase (DAB; Sigma Aldrich). Para interromper a 

reação, as secções foram lavadas em Tris-PBS (pH 7.4) (1 lavagem, 1 minuto) 

seguida por lavagem em água Milli-Q (1 lavagem, 1 minuto).  

Todas as etapas de incubação e de revelação foram realizadas em câmara úmida 

sob temperatura controlada, a fim de evitar o ressecamento do material biológico. 

Após a revelação da reação, as lâminas foram desidratadas em concentrações 

crescentes de etanol (25%, 35%, 50%, 70%, 75%, 80%, 95%, e duas vezes em 100%, 

1 minuto cada etapa,  diafanizadas com xilol puro (duas vezes, 1 minuto cada etapa) 

e montadas, sendo cobertas com Permount® (Fisher Scientific) e lamínula.  

Todas as reações foram acompanhadas por lâminas de controles negativos, onde 

os anticorpos primários e secundários foram omitidos, procedimento que assegura a 

especificidade e a reprodutibilidade do método. 

Este protocolo de imunomarcação utilizado foi primeiramente descrito por 

Llewellyn-Smith et al. (1989) e adaptado por Giorgetto et al. (2018).  

 

3.5. ANÁLISE HISTOLÓGICA 

As secções dos nervos surais submetidas à técnica de IHQ empregada neste 

trabalho foram observadas em um microscópio de luz Axiophot II light microscope 

(Carl Zeiss) usando lentes de 40x em imersão em óleo. Quando necessário, lentes 

auxiliares (optovar 1.6x) foram usadas para prover ganhos nas imagens. As imagens 
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foram digitalizadas usando uma câmera de alta resolução (Modelo Axiocam MRc) 

anexada ao microcomputador (IBM /PC).  

Após o processo de digitalização, foi realizado cálculo de densidade de marcação 

através do programa Image J (versão 1.49, National Institute of Health, Wayne 

Rasband, EUA).  A quantidade de pixels foi sistematicamente mensurada em todas 

as secções dos segmentos proximal e distal dos nervos surais direito e esquerdo, 

considerando seu comprimento total. Ao final desta quantificação, foi obtida a média 

dos valores de densidade de marcação de fibras mielínicas finas e amielínicas 

imonomarcadas para SP para cada segmento de cada lado, as quais foram 

normalizadas para 50µm2 .  

 
3.6. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Todos os testes estatísticos citados a seguir foram realizados utilizando o 

aplicativo SigmaPlot, versão 11.0, (Systat 2011).  

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado para testar a normalidade da 

distribuição de todo os dados obtidos. Em seguida a equivalência das variâncias foi 

testada automaticamente, através do teste de medianas de Levene, antes de 

prosseguir com o teste desejado. 

A análise estatística do peso corporal, da frequência cardíaca e também dos dados 

hemodinâmicos consistiu da aplicação do teste t de student não pareado para dados 

com distribuição normal ou teste de Mann-Whitney para dados com distribuição não 

normal ou que não passaram no teste de equivalência das variâncias. 

A comparação entre segmentos proximais entre lados, entre segmentos distais 

entre lados, bem como as comparações entre diferentes gêneros de mesma linhagem 

e entre mesmos gêneros de linhagens distintas foram realizada através do teste t de 
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Student não pareado para dados com distribuição normal ou teste de Mann-Whitney 

para dados com distribuição não normal ou que não passaram pelo teste de 

equivalência das variâncias. 

A comparação entre segmentos proximal e distal de um mesmo lado foi realizada 

através do teste t de Student pareado para dados com distribuição normal ou teste de 

Wilcoxon para dados com distribuição não normal ou que não passaram pelo teste de 

equivalência das variâncias. 

Os resultados foram considerados diferentes estatisticamente para p<0,05. 
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4. RESULTADOS 



52  

 

4.1. PESO CORPORAL 

     A figura 12 mostra os valores médios do peso corporal em gramas dos animais dos 

grupos WKY-M, WKY-F, SHR-M e SHR-F obtidos imediatamente antes do 

procedimento cirúrgico. Observamos diferenças significativas (p<0.05) entre WKY-M 

e WKY-F, entre WKY-M e SHR-M, entre WKY-F e SHR-F e entre SHR-M e SHR-F, 

sendo os WKY mais pesados que os SHR em ambos os gêneros e os machos mais 

pesados que as fêmeas em ambas as linhagens. 

 

        Figura 12-  Comparação dos pesos corporais entre os grupos experimentais. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

As colunas representam a média do peso corporal dos animais em gramas e as barras 

representam o erro padrão ±  da média (EPM). * em relação a WKY-M, # em relação a WKY- M, + em 

relação a WKY-F e ‡ em relação a SHR-M. p<0.05 teste t de student não pareado para dados com 

distribuição normal ou teste de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal. WKY-M = ratos 

da linhagem WKY; WKY-F= ratas da linhagem WKY; SHR-M= ratos da linhagem SHR; SHR-F= ratas 

da linhagem SHR.  
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4.2. FREQUÊNCIA CARDÍACA  

A figura 13 mostra os valores médios da frequência cardíaca (FC) dos animais dos 

grupos WKY-M, WKY-F, SHR-M e SHR-F. Para estes dados, observamos aumento 

significativo (p<0.05) de SHR-M em relação a WKY-M e a SHR-F e de SHR-F em 

relação a WKY-F. 

 

       Figura 13-  Comparação da frequência cardíaca entre grupos experimentais 

 

 

 

 

 

 

 

 
As colunas representam a média da frequência cardíaca dos animais em batimentos por minuto 

e as barras representam o erro padrão ±  da média (EPM). * em relação a WKY- M,  # em relação a 

SHR-F, + em relação a WKY-F. p<0.05 teste t de student não pareado para dados com distribuição 

normal ou teste de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal. WKY-M = ratos da linhagem 

WKY; WKY-F= ratas da linhagem WKY; SHR-M= ratos da linhagem SHR; SHR-F= ratas da linhagem 

SHR. 
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4.3. DADOS HEMODINÂMICOS 

4.3.1. Pressão arterial sistólica  

           A figura 14 mostra os valores médios da pressão arterial sistólica (PAS) dos 

animais dos grupos WKY-M, WKY-F, SHR-M e SHR-F. Para estes dados, observamos 

aumento significativo (p<0.05) de SHR-M em relação a WKY-M e a SHR-F e de SHR-

F em relação a WKY-F. 

 

           Figura 14- Comparação da pressão arterial sistólica entre os grupos experimentais 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 
 

As colunas representam a média da PAS dos animais em milímetros de mercúrio (mmHg) e as 

barras representam o erro padrão ±  da média (EPM). * em relação a WKY-M, #  em relação a SHR-F 

e + em relação a WKY-F. p<0.05 teste t de student não pareado para dados com distribuição normal 

ou teste de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal. WKY-M= ratos da linhagem WKY; 

WKY-F= ratas da linhagem WKY; SHR-M= ratos da linhagem SHR; SHR-F= ratas da linhagem SHR.  
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4.3.2. Pressão arterial diastólica  

           A figura 15 mostra os valores médios da pressão arterial diastólica (PAD) dos 

animais dos grupos WKY-M, WKY-F, SHR-M e SHR-F. Para estes dados, observamos 

aumento significativo (p<0.05) de SHR- M em relação a WKY-M e de SHR-F em 

relação a WKY-F. 

 

              Figura 15-  Comparação da pressão arterial diastólica entre os grupos experimentais. 
 
        

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

As colunas representam a média da PAD dos animais em milímetros de mercúrio (mmHg) e as 

barras representam o erro padrão ±  da média (EPM). * em relação a WKY-M,  # em relação a WKY-F. 

p<0.05 teste t de student não pareado para dados com distribuição normal ou teste de Mann-Whitney 

para dados com distribuição não normal. WKY-M = ratos da linhagem WKY ; WKY-F= ratas da linhagem 

WKY; SHR-M= ratos da linhagem SHR; SHR-F= ratas da linhagem SHR.  

 

4.3.3. Pressão arterial média  

         A figura 16 mostra os valores médios entre as pressões arteriais sistólica e 

diastólica (PAM) dos animais dos grupos WKY-M, WKY-F, SHR-M e SHR-F. Para 
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estes dados, observamos aumento significativo (p<0.05) de SHR-M em relação a 

WKY-M e de SHR-F em relação a WKY-F. 

 

              Figura 16-  Comparação da média das pressões cardíacas entre os grupos experimentais. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
      As colunas representam a média da PAM dos animais em milímetros de mercúrio (mmHg) e as 

barras representam o erro padrão ±  da média (EPM). * em relação a WKY- M e # em relação a WKY-

F. p<0.05 teste t de student não pareado para dados com distribuição normal ou teste de Mann-Whitney 

para dados com distribuição não normal. WKY-M = ratos da linhagem WKY; WKY-F= ratas da linhagem 

WKY; SHR-M= ratos da linhagem SHR; SHR-F= ratas da linhagem SHR.  

 

4.4. DENSIDADE DE FIBRAS IMUNOMARCADAS PARA SUBSTÂNCIA P 

4.4.1. Análises intragrupo: ratos da linhagem WKY  

A figura 17 mostra os valores médios da densidade de fibras mielínicas finas e 

amielínicas imunomarcadas para SP nos segmentos proximal e distal dos nervos 

surais direito e esquerdo dos animais do grupo WKY-M. As comparações entre 

segmentos de mesmo lado e entre mesmos segmentos de lados opostos não 

* # 
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revelaram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) para os animais deste 

grupo. 

 

            Figura 17- Comparação da densidade de fibras imunomarcadas nos animais do grupo WKY-M 

 
      

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   As colunas representam a média da densidade das fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas para SP, dada em número de pixels por 50 µm², nos segmentos proximal e distal dos 

nervos surais direito e esquerdo dos animais do grupo WKY-M e as barras representam o erro padrão 

± da média (EPM). p≥0.05 teste t de student não pareado para dados com distribuição normal ou teste 

de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal ou que não passaram no teste de 

equivalência das variâncias. p≥0.05 teste t de Student não pareado para dados com distribuição normal 

ou teste de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal ou que não passaram pelo teste de 

equivalência das variâncias. SDP= Sural direito proximal; SDD= Sural direito distal; SEP= Sural 

esquerdo proximal; SED= Sural esquerdo distal.  
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Figura 18- Fotomicrografias aleatoriamente selecionadas de cortes longitudinais de nervos surais de 

animais representativos do grupo WKY-M. 

 
Em (A) segmento proximal do nervo Sural direito, (B) segmento distal do nervo Sural direito, (C) 

segmento proximal do nervo Sural esquerdo e em (D) segmento distal do nervo Sural esquerdo. As 

cabeças de setas sinalizam granulações positivas a SP.  

 
 

 

C D 
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4.4.2. Análises intragrupo: ratas da linhagem WKY 

A figura 19 mostra os valores médios da densidade de fibras mielínicas finas e 

amielínicas imunomarcadas para SP nos segmentos proximal e distal dos nervos 

surais direito e esquerdo dos animais do grupo WKY-F. Assim como observado na 

análise anterior, as comparações entre segmentos de mesmo lado e entre mesmos 

segmentos de lados opostos também não revelaram diferenças estatisticamente 

significativas (p≥0,05) para os animais deste grupo. 

 

             Figura 19- Comparação da densidade de fibras imunomarcadas nos animais do grupo WKY-F 

 
      

 

 

 

 

 

 

 

 

 
   As colunas representam a média da densidade das fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas para SP, dada em número de pixels por 50 µm², nos segmentos proximal e distal dos 

nervos surais direito e esquerdo dos animais do grupo WKY-F e as barras representam o erro padrão 

± da média (EPM). p≥0.05 teste t de student não pareado para dados com distribuição normal ou teste 

de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal ou que não passaram no teste de 

equivalência das variâncias. p≥0.05 teste t de Student não pareado para dados com distribuição normal 

ou teste de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal ou que não passaram pelo teste de 

equivalência das variâncias. SDP= Sural direito proximal; SDD= Sural direito distal; SEP= Sural 

esquerdo proximal; SED= Sural esquerdo distal.  
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Figura 20- Fotomicrografias aleatoriamente selecionadas de cortes longitudinais de nervos surais de 

animais representativos do grupo WKY-F. 

 
Em (A) segmento proximal do nervo Sural direito, (B) segmento distal do nervo Sural direito,  

(C) segmento proximal do nervo Sural esquerdo e em (D) segmento distal do nervo Sural esquerdo. As 

cabeças de setas sinalizam granulações positivas a SP.  
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4.4.3. Análises intergrupos: ratos e ratas da linhagem WKY 

A figura 21 mostra os valores médios da densidade de fibras mielínicas finas e 

amielínicas imunomarcadas para SP nos segmentos proximal e distal dos nervos 

surais direito e esquerdo dos animais dos grupos WKY-M e WKY-F. As comparações 

entre mesmos segmentos de mesmos lados não revelaram diferenças 

estatisticamente significativas (p≥0,05) entre os gêneros da linhagem de animais 

normotensos. 

 

 Figura 21- Comparação da densidade de fibras imunomarcadas entre os grupos WKY-M e WKY-F 

 
As colunas representam a média da densidade das fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas para SP, dada em número de pixels por 50 µm², nos segmentos proximal e distal dos 

nervos surais direito e esquerdo dos animais dos grupos WKY-M e WKY-F e as barras representam o 

erro padrão ± da média (EPM). p≥0.05 teste t de Student não pareado para dados com distribuição 

normal ou teste de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal ou que não passaram pelo 

teste de equivalência das variâncias. SDP= Sural direito proximal; SDD= Sural direito distal; SEP= Sural 

esquerdo proximal; SED= Sural esquerdo distal.  
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4.4.4. Análises intragrupo: ratos da linhagem SHR 

A figura 22 mostra os valores médios da densidade de fibras mielínicas finas e 

amielínicas imunomarcadas para SP nos segmentos proximal e distal dos nervos 

surais direito e esquerdo dos animais do grupo SHR-M. As comparações entre 

segmentos de mesmo lado e entre mesmos segmentos de lados opostos não 

revelaram diferenças estatisticamente significativas (p≥0,05) para os animais deste 

grupo.  

 

              Figura 22- Comparação da densidade de fibras imunomarcadas no grupo SHR-M 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
As colunas representam a média da densidade das fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas para SP, dada em número de pixels por 50 µm², nos segmentos proximal e distal dos 

nervos surais direito e esquerdo dos animais do grupo SHR-M e as barras representam o erro padrão 

± da média (EPM). p≥0.05 teste t de student não pareado para dados com distribuição normal ou teste 

de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal ou que não passaram no teste de 

equivalência das variâncias. p≥0.05 teste t de Student não pareado para dados com distribuição normal 

ou teste de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal ou que não passaram pelo teste de 

equivalência das variâncias. SDP= ural direito proximal; SDD= sural direito distal; SEP= sural esquerdo 

proximal; SED= sural esquerdo distal.  
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Figura 23- Fotomicrografias aleatoriamente selecionadas de cortes longitudinais de nervos surais de 

animais representativos do grupo SHR-M. 

 
Em (A) segmento proximal do nervo Sural direito, (B) segmento distal do nervo Sural direito, 

(C) segmento proximal do nervo Sural esquerdo e em (D) segmento distal do nervo Sural esquerdo. As 

cabeças de setas sinalizam granulações positivas a SP.  

 

 

 

A B 
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4.4.5. Análises intragrupo: ratas da linhagem SHR 

A figura 24 mostra os valores médios da densidade de fibras mielínicas finas e 

amielínicas imunomarcadas para SP nos segmentos proximal e distal dos nervos 

surais direito e esquerdo dos animais do grupo SHR-F. Seguindo mesmo padrão da 

análise anterior, as comparações entre segmentos de mesmo lado e entre mesmos 

segmentos de lados opostos também não revelaram diferenças estatisticamente 

significativas (p≥0,05) para os animais deste grupo.  

 

       Figura 24- Comparação da densidade de fibras imunomarcadas nos animais do grupo SHR-F 

        
        

 

 

 

 

 

 

 

 

 
As colunas representam a média da densidade das fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas para SP, dada em número de pixels por 50 µm²,  nos segmentos proximal e distal dos 

nervos surais direito e esquerdo dos animais do grupo SHR-F e as barras representam o erro padrão 

± da média (EPM). p≥0.05 teste t de student não pareado para dados com distribuição normal ou teste 

de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal ou que não passaram no teste de 

equivalência das variâncias. p≥0.05 teste t de Student não pareado para dados com distribuição normal 

ou teste de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal ou que não passaram pelo teste de 

equivalência das variâncias. SDP= Sural direito proximal; SDD= Sural direito distal; SEP= Sural 

esquerdo proximal; SED= Sural esquerdo distal.  
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Figura 25- Fotomicrografias aleatoriamente selecionadas de cortes longitudinais de nervos surais de 

animais representativos do grupo SHR-F. 

 
 Em (A) segmento proximal do nervo Sural direito, (B) segmento distal do nervo Sural direito, 

(C) segmento proximal do nervo Sural esquerdo e em (D) segmento distal do nervo Sural esquerdo. As 

cabeças de setas sinalizam granulações positivas a SP.  
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4.4.6. Análises intergrupos: ratos e ratas da linhagem SHR 

A figura 26 mostra os valores médios da densidade de fibras mielínicas finas e 

amielínicas imunomarcadas para SP nos segmentos proximal e distal dos nervos 

surais direito e esquerdo dos animais dos grupos SHR-M e SHR-F. As comparações 

entre mesmos segmentos de mesmos lados não revelaram diferenças 

estatisticamente significativas (p≥0,05) entre os gêneros da linhagem de animais 

hipertensos. 

 

Figura 26- Comparação da densidade de fibras imunomarcadas entre os grupos SHR-M e SHR-F  

 
As colunas representam a média da densidade das fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas para SP, dada em número de pixels por 50 µm²,  nos segmentos proximal e distal dos 

nervos surais direito e esquerdo dos animais dos grupos SHR-M e SHR-F e as barras representam o 

erro padrão ± da média (EPM). p≥0.05 teste t de Student não pareado para dados com distribuição 

normal ou teste de Mann-Whitney para dados com distribuição não normal ou que não passaram pelo 

teste de equivalência das variâncias. SDP= Sural direito proximal; SDD= Sural direito distal; SEP= Sural 

esquerdo proximal; SED= Sural esquerdo distal.  
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4.4.7. Análises intergrupos: ratos das linhagens WKY e SHR  

A figura 27 mostra os valores médios da densidade de fibras mielínicas finas e 

amielínicas imunomarcadas para SP nos segmentos proximal e distal dos nervos 

surais direito e esquerdo dos animais dos grupos WKY-M e SHR-M. As comparações 

entre mesmos segmentos de mesmos lados revelaram redução significativa (p<0,05) 

de SDP do grupo SHR-M relação a SDP do grupo WKY-M; de SDD do grupo SHR-M 

em relação a SDD do grupo WKY-M; de SEP do grupo SHR-M em relação a SEP do 

grupo WKY-M e de SED do grupo SHR-M em relação a SED do grupo WKY-M. 

 

Figura 27- Comparação da densidade de fibras imunomarcadas entre os grupos WKY-M e SHR-M 

 
As colunas representam a média da densidade das fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas para SP, dada em número de pixels por 50 µm²,  nos segmentos proximal e distal dos 

nervos surais direito e esquerdo dos animais dos grupos WKY-M e SHR-M e as barras representam o 

erro padrão ± da média (EPM). * em relação a SDP; # em relação a SDD; + em relação a SEP; ‡ em 

relação a SED. p<0.05 teste t de Student pareado para dados com distribuição normal ou teste de 

Wilcoxon para dados com distribuição não normal ou que não passaram pelo teste de equivalência das 

variâncias. SDP= Sural direito proximal; SDD= Sural direito distal; SEP= Sural esquerdo proximal; 

SED= Sural esquerdo distal.  
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Estas análises ainda evidenciaram que os segmentos nervosos dos animais do 

grupo SHR-M que mais perderam densidade de fibras imunomarcadas para o 

neurotransmissor estudado, de maneira proporcional, foram os segmentos distais de 

ambos os nervos surais, mostrando redução de 60% desta medida para SDD e de 

62% para SED, enquanto SDP e SEP mostraram redução de 51% e 50%, 

respectivamente. 

 

4.4.8. Análises intergrupos: ratas das linhagens WKY e SHR  

A figura 28 mostra os valores médios da densidade de fibras mielínicas finas e 

amielínicas imunomarcadas para SP nos segmentos proximal e distal dos nervos 

surais direito e esquerdo dos animais dos grupos WKY-F e SHR-F. As comparações 

entre mesmos segmentos de mesmos lados revelaram redução significativa (p<0,05) 

de SDP do grupo SHR-F relação a SDP do grupo WKY-F; de SDD do grupo SHR-F 

em relação a SDD do grupo WKY-F; de SEP do grupo SHR-F em relação a SEP do 

grupo WKY-F e de SED do grupo SHR-F em relação a SED do grupo WKY-F. 

Ainda, foi possível observar que os segmentos nervosos dos animais do grupo 

SHR-F que mais perderam densidade de fibras imunomarcadas para o 

neurotransmissor estudado, de maneira proporcional, foram os segmentos distais de 

ambos os nervos surais, mostrando redução de 49% desta medida para SDD e de 

54% para SED, ao passo que  o SDP e o SEP mostraram redução de 41% e 42%, 

respectivamente. 
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Figura 28- Comparação da densidade de fibras imunomarcadas entre os grupos WKY-F e SHR-F 

 

 

 

 

 

 

 
 

As colunas representam a média da densidade das fibras mielínicas finas e amielínicas 

imunomarcadas para SP, dada em número de pixels por 50 µm², nos segmentos proximal e distal dos 

nervos surais direito e esquerdo dos animais dos grupos WKY-F e SHR-F e as barras representam o 

erro padrão ± da média (EPM). * em relação a SDP; # em relação a SDD; + em relação a SEP; ‡ em 

relação a SED. p<0.05 teste t de Student pareado para dados com distribuição normal ou teste de 

Wilcoxon para dados com distribuição não normal ou que não passaram pelo teste de equivalência das 

variâncias. SDP= Sural direito proximal; SDD= Sural direito distal; SEP= Sural esquerdo proximal; 

SED= Sural esquerdo distal.  
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5. DISCUSSÃO 
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Durante um longo tempo, nosso laboratório vem se dedicando a investigar 

alterações morfológicas e morfométricas nos componentes dos diversos nervos 

periféricos, alterações estas possivelmente eliciadas por um quadro de HA. De fato, 

pacientes que enfrentam cronicidade desta situação clínica, e cujo complicador é a 

ausência de tratamento, podem desenvolver complicações da função nervosa 

(EDWARDS et al., 2008). Esta correlação nos levou a investigar esta associação sob 

condições experimentais bem controladas, a partir do emprego do modelo animal mais 

fidedigno da doença, os ratos da linhagem SHR. 

 

5.1. PESO CORPORAL  

Nossos resultados indicaram que os animais dos grupos WKY-M e SHR-M 

possuem peso corporal mais elevado que os dos grupos WKY-F e SHR-F, 

respectivamente, e que os animais do grupo WKY-M possuem peso corporal mais 

elevado que os dos grupos SHR-M e SHR-F. Estas diferenças observadas no 

presente estudo, estão em concordância com dados bem estabelecidos na literatura 

científica (OKAMOTO; AOKY, 1963; REN, 2007; WANG et al., 2017). 

 

5.2. FREQUÊNCIA CARDÍACA 

Dickhout e Lee (1998), em sua pesquisa sobre o desenvolvimento da PA e da FC 

em SHR machos, definiram que a FC desses animais se encontrava mais elevada que 

a de seus controles normotensos, WKY, desde a 3ª semana de vida, o que ocorre em 

função do aumento da frequência intrínseca do marca-passo cardíaco. Os ratos 

hipertensos utilizados em nosso trabalho tinham 20 semanas de vida e, como 
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esperado, mostraram ter FC mais elevada que a de seus controles de mesmo gênero, 

dessa forma, foram satisfeitos os critérios definidos para este índice. 

Revelamos ainda que os animais do grupo SHR-M possuem FC mais elevada que 

os animais do grupo SHR-F, dado também citado por Maris et al. (2005) em sua 

pesquisa sobre a diferença da PA e da FC entre gêneros de animais das linhagens 

SHR e WKY. 

 Segundo Fazan et al. (2006), a instalação persistente de uma FC elevada nos 

animais da linhagem SHR pode estar intimamente relacionada a níveis mais altos de 

sua PA, sendo a taxa da FC um fator preditivo para o desenvolvimento da HA nesta 

população. 

 

5.3. DADOS HEMODINÂMICOS 

Os autores Okamoto e Aoky (1963), ao caracterizarem pela primeira vez os 

animais da linhagem SHR, definiram que estes seriam considerados hipertensos 

quando sua PAS excedesse 150mmHg. Os ratos desta linhagem utilizados em nosso 

estudo mostraram como média da PAS os valores 249mmHg, para SHR-M, e 

189mmHg, para SHR-F, sendo assim, mais uma vez, foram satisfeitos os critérios 

considerados. 

Novamente nossos dados se alinham com achados científicos bem estabelecidos 

na literatura ao mostrarmos a existência de diferenças significativas para as três 

variáveis da PA testadas. Assim, observamos que os níveis da PAS, da PAD e da 

PAM se revelaram elevados nos animais dos grupos SHR-M e SHR-F quando 

comparados respectivamente a WKY-M e a WKY-F, o que foi igualmente observado 

em trabalhos que utilizaram mesma rigidez metodológica (OKAMOTO; AOKY, 1963; 

REN, 2007; LIN et al., 2016).  
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Observamos ainda que o nível da PAS foi significativamente diferente entre os 

animais dos grupos SHR-M e SHR-F, sendo mais elevado no primeiro, o que também 

pode ser encontrado por Okamoto e Aoky (1963) e por Maris et al. (2005).  

Os estudos de Sabbatini, Vega e Amenta (1996) e de Sabbatini et al. (2001), bem 

como uma recente revisão sistemática da literatura a respeito das mudanças 

estruturais e funcionais da vasculatura vistas em animais hipertensos  escrita por Lee, 

Dickhout e Sandow (2017), explicam nossos dados hemodinâmicos, ao revelarem a 

existência de padrões morfológicos alterados nos vasos sanguíneos endoneurais de 

animais da linhagem SHR. Neles, foram  observadas por estes autores, a presença 

de vasos sanguíneos mais espessos, de lúmen mais estreito ou até mesmo 

colabados, situações que podem impor maior resistência vascular, interferindo, assim, 

na PA.  

 

5.4. DENSIDADE DE FIBRAS IMUNOMARCADAS PARA SUBSTÂNCIA P 

Nossos resultados demonstraram de forma inédita a presença da SP no nervo 

Sural de ratos das linhagens WKY e SHR machos e fêmeas através de abordagem 

IHQ. 

As imagens obtidas das secções longitudinais dos segmentos proximais e distais 

dos nervos destes animais nos permitiu identificar, no espaço endoneural, 

acompanhando o eixo longitudinal do nervo, feixes de axônios amielínicos e de fibras 

mielínicas finas com grânulos densamente corados e imunorreativos a SP, mesmo 

padrão de marcação obtido por Carvalho (2016) em seu trabalho sobre 

imurreatividade à SP dos componentes axonais do nervo Depressor aórtico de ratos 

WKY.  
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Ainda, quanto a localização das fibras imunomarcadas, notamos que estas não se 

limitam a regiões específicas do nervo, mas sim, preenchem grande parte do espaço 

endoneural, fato que, por sua vez, corrobora com a localização relatada por Sanada 

et al. (2011) em um trabalho que confirmou a possibilidade do uso de animais das 

linhagens Wistar e WKY como controle dos animais da linhagem SHR a partir da 

investigação morfológica e morfométrica detalhada deste nervo periférico.  

As informações sobre a densidade de fibras mielínicas finas e amielínicas nos 

nervos surais dos animais dos grupos WKY-M, WKY-F, SHR-M e SHR-F não 

revelaram significância estatística quando feitas comparações intragênero nem 

quando feitas comparações intergênero dentro de cada linhagem. Desse modo, 

podemos dizer que os animais normotensos e os espontaneamente hipertensos, 

machos e fêmas, possuem simetria anatômica na composição de seus nervos surais 

relacionada às fibras estudadas.  

Nossos resultados são amparados por outros semelhantes, estabelecidos em 

trabalhos de extrema relevância para esta área da ciência experimental, os quais, a 

partir do emprego de refinadas técnicas morfométricas, mostraram a existência desta 

mesma simetria, tanto em fibras amielínicas como em fibras mielínicas de diâmetros 

variados, nos nervos Depressor aórtico, Frênico, Safeno, Vago e também no nervo 

Sural de ratos de machos e fêmeas, com idades variadas, das linhagens WKY e SHR 

(FAZAN et al., 1999; SCHIAVONNI; FAZAN, 2006; DE ALCÂNTARA; SALGADO; 

FAZAN, 2007; RODRIGUES et al., 2011; SANADA et al., 2011; NERI et al., 2015; 

SANADA, 2015). 

A presença de elementos simétricos nos nervos periféricos é um fator 

importante que, de acordo com Sanada et al. (2011), permite que o lado contralateral 
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do nervo seja usado, por exemplo, como controle em investigações que envolvam 

lesão e regeneração nervosa. 

Apesar desta simetria anatômica, é importante considerar a presença de uma 

tendência a maior concentração das fibras imunomarcadas nos segmentos nervosos 

distais dos animais dos grupos WKY-M e WKY-F quando comparados aos proximais. 

Estes dados são confirmados por Fazan, Salgado e Barreira (2001) quando 

descreveram de maneira sistemática os aspectos morfológicos e morfométricos do 

nervo depressor aórtico de ratos de ambos os gêneros das linhagens WKY e SHR.  

Em oposição ao descrito para os animais controle, a existência de uma 

tendência a menor concentração de fibras mielínicas finas e amielínicas nos 

segmentos nervosos distais dos animais dos grupos SHR-M e SHR-F quando 

comparados aos proximais foi notada. De maneira semelhante, Da Silva et al. (2016), 

ao investigarem a evolução dos aspectos morfológicos e morfométricos do nervo 

Laríngeo recorrente de ratos e ratas da linhagem SHR, com diferentes idades, 

identificaram valores mais baixos para a densidade de axônios mielínicos dos 

segmentos distais deste nervo nos animais de ambos os gêneros, sendo as fibras 

finas, as mais comprometidas. Resultados estes que se encontram consonantes com 

os por nós aqui descritos. 

Observamos ainda que, em todos os segmentos nervosos dos animais do 

grupo WKY-M houve, de maneira não significativa, maior existência das fibras alvo de 

nossa investigação que nos segmentos nervosos correspondentes dos animais do 

grupo WKY-F. Uma vez que os animais do primeiro grupo tinham peso corporal 

significativamente maior que os do segundo, consideramos que o comportamento 

destas fibras pode estar relacionado ao desenvolvimento corporal dos animais, 

conforme mostrado por Jerônimo et al. (2005), em um estudo que correlacionou a 
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simetria do nervo Sural  ao desenvolvimento pós-natal de ratas da linhagem WKY, e 

também mostrado por Neri et al. (2015), em um trabalho que analisou os componentes 

dos nervos Sural e Safeno de ratas desta mesma linhagem com idades avançadas. 

Novamente de maneira contrária aos dados expostos sobre os grupos de 

animais normotensos, notamos haver tendência a redução das fibras reativas a SP 

principalmente nos segmentos nervosos distais dos animais do grupo SHR-M 

comparado animais do grupo SHR-F, resultado que ocorreu na presença de peso 

corporal e de dados hemodinâmicos (PAS e PAD) significativamente mais elevados 

nos animais machos. Esta descrição se alinha com os resultados publicados por 

Sanada et al. (2012) em um estudo morfométrico completo do nervo Sural de ratos e 

ratas das linhagens WKY e SHR. Estes autores ainda sugerem que as alterações 

observadas no nervo sural dos animais hipertensos podem estar mais relacionadas 

ao desenvolvimento da HA do que apenas ao peso corporal do animal. 

Os dados descritos até o momento ficam claros quando comparamos cada 

gênero dos animais hipertensos aos seus respectivos controles normotensos, como 

será feito na sequência. 

As comparações realizadas entre os animais dos grupos WKY-M e SHR-M e 

também entre os animais dos grupos WKY-F e SHR-F revelaram haver redução 

significativa das fibras mielínicas finas e amielínicas em todos os segmentos dos 

nervos surais dos animais hipertensos, sendo que os segmentos mais afetados, 

proporcionalmente, foram os distais de ambos os lados. Com base na porcentagem 

de perda axonal, ainda é possível inferir que os segmentos distais dos animais do 

grupo SHR-M sofreram perdas mais intensas destes componentes que os das fêmeas 

de sua linhagem, achados que se alinham com os de trabalhos que empregaram 

técnicas padrão ouro em suas investigações a cerca da influência de uma PA 
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constantemente alta sobre o tecido nervoso periférico de ratos e ratas SHR, de modo 

que os principais dados destes estudos que apontam em direção a um 

comprometimento nervoso desta linhagem são os relativos a diminuição significativa 

da razão G (inferior a 0.6) e a direção do desvio dos histogramas de distribuição de 

fibras dos nervos testados (FAZAN et al., 1999; FAZAN; SALGADO; BARREIRA, 

2001; RODRIGUES et al., 2011; SANADA et al., 2012; SANADA et al., 2015). 

Modelos experimentais de infarto de nervos periféricos sugerem que as fibras 

nervosas finas e as amielínicas são as mais vulneráveis à isquemia (PARRY; 

BROWN, 1982; GIANNINI; DICKY, 1994; LIM et al., 2015).  

Considerando o caso de animais espontaneamente hipertensos, a perda 

desses axônios se deve, de acordo com Teunissen et al. (2002) e com Edwards et al. 

(2008), à hipoperfusão e consequente redução do aporte de oxigênio para seu tecido 

nervoso, fatores causados por alterações vasculares endoneurais, aqui já descritas 

como vasos sanguíneos mais espessos, de lúmen mais estreito ou até mesmo 

colabados, relacionadas ao quadro de HA crônica característica desta linhagem 

(DICKHOUT; SANDOW, 2017). Esses resultados vão ao encontro dos obtidos por 

SANADA et al. (2012) que demonstraram histologicamente lesões dos capilares 

endoneurais em nervos surais de SHR. A lesão vascular endoneural parece ser uma 

característica do quadro hipertensivo apresentado pelos SHR, uma vez que o nervo 

Frênico também apresenta alterações dos capilares endoneurais semelhantes às 

descritas para o nervo Sural (RODRIGUES et al., 2011). 

 Como já apresentado, a perda das fibras abordadas em nossa pesquisa se 

caracterizou por ocorrer em sentido longitudinal, de proximal para distal, nos nervos 

surais de ambos os lados dos animais dos grupos SHR-M e SHR-F. Da Silva et al. 

(2016), demonstraram que as alterações vasculares endoneurais que acomentem 



78  

 

animais SHR já podem ser observadas na quinta semana de vida, sendo mais 

expressivas nos segmentos nervosos distais, o que pode ser considerado uma 

característica própria do vasa nervorum desta linhagem. Os autores ainda sugerem 

que tais alterações vasculares precoces podem estar associadas a perda axonal 

nestes segmentos em idades mais avançadas, como 20 semanas de vida. Relatos 

estes que explicam a direção da perda axonal observada no presente estudo. 

Esse padrão de perda de densidade de fibras nervosas, em nosso caso, as 

mielínicas finas e amielínicas, é bem conhecido por estar relacionado às neuropatias 

periféricas, sendo a neuropatia diabética a mais conhecida (DE OLIVEIRA et al., 

2013). Dessa forma, a redução mais acentuda dessas fibras nos segmentos distais 

dos nervos surais dos animais SHR pode sugerir a instalação precoce de uma 

neuropatia relacionada à HA, a neuropatia hipertensiva, a qual, em nosso trabalho e 

também nos estudos de Rodrigues et al. (2011) e de Sanada et al. (2012), se mostrou 

prevalente no gênero masculino. Dá-se, então, a importância das extensas 

comparações entre os segmentos proximais e distais dos nervos periféricos de 

machos e fêmeas hipertensos. 

Ainda que não tenha sido parte dos nossos objetivos investigar a função dos 

nervos surais dos grupos experimentais utilizados, é esperado que, devido às 

diferenças na densidade das fibras imunomarcadas, hajam alterações 

eletrofisiológicas, como as descritas por Fontanesi et al. (2019) quando confirmaram 

haver redução na velocidade de condução do nervo Sural de ratos SHR de ambos os 

gêneros e de idades variadas quando comparados a seus controles, WKY. Mais ainda, 

estes autores demonstraram que, entre 20 e 40 semanas de idade, as fêmeas SHR 

evidenciam velocidade de condução constante, enquanto os machos dessa linhagem 

apresentam redução desse parâmetro. 
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Na literatura, são bem estabelecidos dados a respeito de diferenças no sistema 

nervoso periférico entre machos e fêmeas, sendo a maioria destes referentes à 

regeneração nervosa (KOENING; GONG;  PELISSIER, 2000; JIANG et al, 2014; 

STENBERG; DAHLIN, 2014; MORIYAMAA et al., 2016; STENBERG, 2019).  

Nesse sentido, há relatos publicados sobre a susceptibilidade dos gêneros dos 

animais da linhagem SHR para o desenvolvimento de neuropatias periféricas. Estes 

trabalhos mostram que os machos são mais sensíveis a esta condição, tal qual 

pudemos demonstrar em nossa pesquisa (MAJEED, 1992; SCHIAVONI; FAZAN, 

2006; FONTANESI et al., 2019).  

Apesar de não termos correlacionado estatisticamente o nível da PA com a 

densidade das fibras imunomarcadas para SP, concordamos com a observação de 

Sanada et al., (2012) quando os autores sugerem que níveis mais altos de PA nos 

machos SHR afetam mais intensamente o desenvolvimento axonal que nas fêmeas. 

É bem sabido que há dimorfismo sexual sobre os nives de PA nos animais 

SHR, sendo que valores mais altos são observados nos machos dessa linhagem. 

Embora os mecanismos responsáveis pela diferença citada não estejam claros, há 

evidências importantes de que andrógenos exerçam um importante papel nas 

diferenças da regulação da PA relacionada ao gênero (LIU et al., 2010; BOROWICZ 

et al., 2011; SIDDIQUI et al., 2016). Fato que pode estar relacionado à maior 

fragilidade do grupo SHR-M e, por sua vez, a maior resistência do grupo SHR-F 

identificadas nesta pesquisa. 

As diferenças relacionadas ao gênero no resultado de distúrbios e lesões do 

sistema nervoso periférico têm sido uma questão científica importante investigada nos 

últimos anos (AMMENDOLA et al., 2000; ROBERTOSON et al., 2004; O´BRIEN et al., 

2016; SIMÕES et al., 2018).  
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É em um ambiente experimental onde a maioria destas pesquisas se destinam 

a abordar o nervo Sural de ratos a partir do método clássico de imersão em resina 

epóxi (JERÔNIMO et al., 2005; JERÔNIMO et al., 2008; GARCÍA-CHÁVEZ et al., 

2007; SANADA et al., 2012; YAMAGUCHI et al., 2012; SEGURA et al., 2014; NERI et 

al., 2015; SANADA et al., 2015), que finalmente demonstramos ser possível realizar 

uma abordagem axonal indireta, rápida e fidedígna, via IHQ para SP, deste nervo. 

Abordagem esta, que revelou haver alterações em fibras nervosas surais específicas, 

principalmente relacionadas à linhagem, o que coincide com os relatos encontrados 

em trabalhos  de metodologia clássica, o que fortalece nossos resultados.   
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6. CONCLUSÕES 
 



82  

 

O presente trabalho demonstrou de maneira pioneira a caracterização indireta 

de fibras mielínicas finas e amielínicas no nervo Sural de ratos e ratas das linhagens 

WKY e SHR, a partir do emprego de técnicas de imunomarcação para SP.  

Com isso, demonstramos com fidelidade estatística a densidade dessas fibras 

nos diferentes segmentos nervosos de cada um dos gêneros e para cada uma das 

espécies, o que revelou ausência de diferenças significativas entre os grupos WKY-M 

e WKY-F e entre os grupos SHR-M e SHR-F, mas importante redução deste 

parâmetro quando confrontados os grupos WKY-M com SHR-M e WKY-F com SHR-

F, o que permite concluir que a alteração na densidade das fibras imunomarcadas do 

nervo Sural não possui correlação com gênero, mas sim com linhagem. 

Finalmente, o presente estudo coletou evidências hemodinâmicas e, sendo os 

animais SHR confirmadamente hipertensos, nossos dados apontam para a presença 

de uma neuropatia hipertensiva, neste caso, relacionada a fibras mielínicas finas e 

amielínicas, sendo que houve uma redução significativa das fibras mielínicas finas e 

amielínicas nos dois segmentos do nervo Sural e os segmentos distais foram os mais 

afetados. 
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8.1. COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS 
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8.2. ARTIGO SUBMETIDO PARA PERIÓDICO 
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8.3. TRABALHOS PUBLICADOS EM ANAIS DE CONGRESSOS 
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