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RESUMO

Obstrucdo nasal é uma das principais queixas em pacientes com rinite, sendo
frequentemente associada ao aumento da resisténcia nasal pela hipertrofia das conchas
nasais inferiores, contudo, estudos tém demonstrado que mensuragdes objetivas da
resisténcia de via aérea nasal nem sempre se correlacionam a percep¢ao subjetiva do
grau de obstrucdo nasal. As conchas nasais inferiores sdo estruturas alongadas,
pareadas e situadas nas paredes nasais laterais, constituidas de um eixo 6sseo central
envolto, quase exclusivamente, por epitélio respiratorio pseudoestratificado cilindrico
ciliado, com uma membrana basal bem definida e uma espessa lamina prépria. Possuem
um papel importante na fisiologia nasal através de respostas reflexas. Os nervos
sensoriais monitoram o microambiente da mucosa nasal e iniciam 0s mecanismos
protetores imediatamente, via respostas axonais. Essas terminacdes nervosas também
possuem importante acdo na percepcédo da paténcia nasal. A despeito do importante
papel dessas estruturas, pouco é conhecido acerca de sua morfologia e distribuicdo na
mucosa nasal normal de conchas inferiores de humanos. Com o objetivo de obter dados
morfolégicos e de distribuicdo das terminacfes nervosas em conchas nasais inferiores,
espécimes retirados de seis individuos (trés homens e trés mulheres) com idades
variando de 16 a 76 anos foram submetidos a estudo de imunofluorescéncia com o
marcador pan-axonal antiproduto génico protéico 9,5 e microscopia confocal de varredura
a laser. Foram identificadas terminacdes nervosas livres, principalmente, nas camadas
mais superficiais da lamina prépria, algumas bem proximas a membrana basal. N&o
foram identificadas terminacfes nervosas complexas, do tipo corpusculares. Nao houve
diferencas na distribuicdo das terminacfes nervosas quando comparadas as faces septal
e meatal ou em funcéo do sexo dos individuos avaliados. As terminagfes nervosas livres
mantém relagdo intima com glandulas seromucosas e seus ductos nas camadas mais
superficiais da lamina propria, bem como com vasos sanguineos, sobretudo, em suas
porcdes mais profundas, apontando para o papel que possuem na neuromodulacdo dos
fenbmenos de secrecdo glandular e controle vasomotor. Técnicas cirdrgicas que

permitam a preservacdo dessas terminacdes nervosas livres talvez possibilitem



desfechos pos-operatérios melhores, com maior resolucéo da queixa clinica de obstrugcéo

nasal e menor indice de complicagcdes como a sindrome do nariz vazio (empty nose).

Palavras-chaves: Obstrucdo Nasal. Conchas Nasais. Imunofluorescéncia.Terminacfes
Nervosas. Microscopia Confocal.



ABSTRACT

Nasal obstruction is one of the main complaint of patients with rhinitis, which is frequently
associated with increased nasal airway resistance caused by hypertrophic changes of the
inferior turbinates, however, studies have demonstrated that the objective measurement
of nasal airway resistance does not always correlate with the subjective perception of the
degree of nasal obstruction. The inferior turbinates are elongated, paired structures
situated at the lateral nasal wall and made of a central core of osseous skeleton and a
mucosal layer on each side almost exclusively covered with a pseudostratified ciliated
columnar epithelium, with a well-defined basement membrane zone and a thick lamina
propria. They play an important function in nasal physiology through reflex responses.
The sensory nerves monitor the conditions of the mucosal microenvironment and initiate
protective mechanisms immediately via axon responses. These nerve endings also have
an important role on the perception of nasal patency. Despite the importance of these
structures, little is known about their morphology and distribution in the normal nasal
mucosa of human inferior turbinates. In order to obtain morphological and distribution data
of nerve endings in inferior turbinates, specimens obtained from six individuals (three men
and three women) with ages ranging from 16 to 76 years were submitted to fluorescent
antibody technique with the marker pan -axonal anti-protein gene product 9.5 and
confocal laser scanning microscopy. Free nerve endings were identified, mainly in the
superficial layers of the lamina propria, some very close to the basement membrane. No
complex nerve endings of the corpuscular type were identified. There were no differences
in the distribution of nerve endings when compared to the septal and meatal faces or
according to the gender of the individuals evaluated. Free nerve endings maintain an
intimate relationship with seromucous glands and their ducts in the more superficial layers
of the lamina propria, as well as with blood vessels, especially in their deeper portions,
pointing to the role they play in the neuromodulation of glandular secretion and vasomotor
control. Surgical techniques that allow the preservation of these free nerve endings may
provide better postoperative outcomes, with a higher resolution of the clinical complaint of

nasal obstruction and a lower rate of complications such as empty nose syndrome.



Keywords: Nasal Obstruction. Turbinates. Fluorescent Antibody Technique. Nerve
Endings. Microscopy Confocal.
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1 INTRODUGAO
1.1 CONTEXTO CLINICO

A obstrucdo nasal € uma queixa clinica muito frequente e que promove nao
apenas grande prejuizo na qualidade de vida dos pacientes afetados, mas também
impacto econémico significativo em virtude dos gastos com consultas médicas, exames
complementares, licencas médicas, tratamentos clinicos e cirdrgicos, resultando em
custos de até seis bilhbes de dolares por ano nos Estados Unidos (STEWART;
FERGUSON; FROMER, 2010).

A causa mais comum de obstrugcédo nasal cronica sao as rinites, em especial a
rinite alérgica, que induzem um processo inflamatério da mucosa nasal e podem
determinar a hipertrofia das conchas nasais inferiores (BUSH, 2004; SKONER, 2001;
PASSALI et al., 2003; (LAI; COREY, 1993; JACKSON; KOCH, 1999). Dessa forma,
quando o tratamento clinico da rinite falha e a obstru¢éo nasal € persistente, a abordagem
cirrgica é direcionada, em especial, a essas estruturas, com o emprego de técnicas
diversas: luxacédo lateral da concha nasal, turbinectomia parcial, turbinoplastia inferior,
criocirurgia, vaporizacao a laser, resseccdo submucosa, eletrocauterizacéo de superficie,
eletrocauterizacao da submucosa e ablagéo por radiofrequéncia, todas com o objetivo de
aumentar o corredor de fluxo aéreo das cavidades nasais.

Contudo, a sensac¢éo de paténcia nasal ndo esta exclusivamente relacionada
ao volume de fluxo aéreo nasal. Estudos tém demonstrado a falta de correlacéo entre a
percepcao subjetiva de obstrucdo ou de paténcia nasal frente a mensuracdes objetivas
do fluxo aéreo nasal, como a rinometria acustica, rinomanometria e o pico de fluxo
inspiratorio nasal (YEPES-NUNEZ et al., 2013; ZHAO et al., 2011; YANIV et al., 1997).

Em concordancia com essas evidéncias, temos a chamada obstru¢cdo nasal
paradoxal que acontece na sindrome do nariz vazio (empty nose), uma temivel
complicagdo poés-operatoria das conchas nasais inferiores, na qual, a despeito da
existéncia de uma ampla passagem nasal para o fluxo aéreo, persiste a sensacao de
obstrucdo, em virtude da falta de turbilhonamento do ar inspirado, o que reduz o seu

contato com as paredes mucosas (SCHEITHAUER, 2010). Dados da literatura apontam
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para uma incidéncia dessa complicacdo, com graus variaveis de intensidade, em até 20%
de pacientes submetidos a tratamentos cirirgicos das conchas nasais (CHHABRA,
HOUSER, 2009).

Ainda nesse contexto, a aplicacdo de anestésico local nas cavidades nasais
produz uma sensacao de congestdo nasal sem mudancas objetivas na mensuracdo do
fluxo aéreo. Por outro lado, a aplicacdo tépica nasal de substancia mentolada promove a
sensacao de desobstrucdo sem alterar, contudo, a morfologia nasal, indicando que o
mecanismo fisioldgico primario da sensacao de paténcia nasal € sobretudo neurogénico
e ndo simplesmente mecanico e aerodinamico (ECCLES; MORRIS; TOLLEY, 1988;
ECCLES, 2003).

Embora a busca por intervencfes cirlrgicas efetivas das conchas nasais
inferiores remonte ha mais de um século (JONES, 1895 apud OPHIR et al., 1992), alguns
estudos de seguimento poés-operatorio de longo prazo, por mais de dez anos,
demonstram falhas na resolucdo da queixa clinica de obstru¢do nasal entre 28 e 59%
(COURTISS; GOLDWYN, 1990; WARWICK-BROWN; MARKS, 1987), fazendo supor
gue a acao terapéutica voltada apenas ao fator estrutural (mecéanico) tem sua eficacia
limitada por outros elementos, dentre os quais, possivelmente, o fator neurogénico de
percepcao do fluxo aéreo nasal.

Dessa forma, o estudo e compreenséo da morfologia e fisiologia das conchas
nasais inferiores, em especial no que concerne a sua inervacdo e fenémenos
neurogénicos, é fundamental para otimizar o adequado manejo clinico desses pacientes
com obstrucao nasal crénica, promover indicacdes cirdrgicas mais assertivas e contribuir
para o aprimoramento das técnicas operatérias, resultando em menores indices de falha

terapéutica e de complicagdes como o0 empty nose.
1.2 HISTOLOGIA DAS CONCHAS NASAIS INFERIORES

As conchas nasais inferiores sdo estruturas alongadas, pareadas, uma em
cada fossa nasal, que se articulam com suas paredes laterais. S&o quase exclusivamente
cobertas por epitélio respiratério (pseudoestratificado cilindrico ciliado, com células
caliciformes), havendo areas propensas a metaplasia, decorrente, em especial, do atrito

do ar inspirado, como em sua por¢ao mais anterior (DOLCI, 1994).
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As células caliciformes predominam no epitélio da face lateral (zona de menor
fluxo aéreo). A camada de revestimento mucoso medial da concha inferior € mais
espessa que a camada lateral e a membrana basal do seu epitélio de revestimento é bem
definida e também mais espessa em sua face medial. As conchas inferiores possuem um
eixo 0sseo trabeculado de onde parte seu suprimento arterial. Entre a membrana basal
do epitélio e o periésteo da camada 6ssea central, encontra-se a lamina propria, que
corresponde ao maior volume da concha inferior e é formada por um tecido conjuntivo
frouxo, com presenca, em sua por¢cao mais superficial, de um infiltrado celular inflamatério
constituido, principalmente, por linfécitos, bem como por outras células
imunocompetentes (macrofagos e mastacitos) e presente mesmo em individuos normais.
A lamina propria contém ainda muitas glandulas seromucosas, cujos ductos excretores
se abrem para o epitélio. Uma rica rede de sinusoéides venosos também esta presente ao
longo de grandes porc¢des da lamina prépria, com predominio em suas camadas medial
e inferior. A por¢cdo mais profunda da lamina prépria abriga fibras nervosas mais
espessas, que se ramificam e se tornam mais delgadas ao longo de seu trajeto em
direcdo as camadas mais superficiais (BERGER; BALUM-AZIM; OPHIR, 2003).

1.3 NEUROFISIOLOGIA DAS CAVIDADES NASAIS

As cavidades nasais atuam na percepc¢ao do olfato, como corredor para o fluxo
aéreo e drenagem de secrecdes, na ressonancia vocal e na protecao do trato respiratério
por meio do condicionamento do ar inspirado e dos reflexos nasais.

Através da extensa superficie mucosa determinada, sobretudo pelas
estruturas da parede lateral, como a concha nasal inferior, bem como pelas
caracteristicas de seu revestimento epitelial e do plexo sanguineo capilar e sinusoidal
venoso, as cavidades nasais regulam a corrente aérea, filtrando, aquecendo e
umidificando o ar inspirado. Tais a¢des sdo dindmicas e dependem de um equilibrio entre
a permeabilidade, o tbnus vascular e a secre¢cdo seromucinosa, sofrendo influéncia de
fatores externos (ambientais) e internos (BABATOLA, 1998; ASSANASEN et al., 1999;
BAMFORD; ECCLES, 1982).

O controle desses fendmenos é neurogénico e se deve a inervacao trigeminal

da mucosa nasal, com suas fibras sensoriais aferentes, bem como simpaticas,
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parassimpaticas e autbnomas nao adrenérgicas e nao colinérgicas, que utilizam
neuromediadores como o polipeptideo intestinal vasoativo (VIP), a substancia P, o
polipeptideo pancreético de ave, o peptideo ligado ao gene da calcitonina, a neurocinina
e 0 neuropeptideo Y. O sistema simpéatico regula, em grande parte, o fluxo sanguineo
pela rede vascular da mucosa nasal, através do controle da capacitancia do tecido
venoso erétil das conchas inferiores, conchas médias e do septo nasal. O sistema
parassimpatico tem pouco efeito sobre o tecido erétil vascular, estando mais relacionado
ao controle da funcao glandular, resultando de sua estimulacdo, o aumento da secrecéo
nasal aquosa. Ja o sistema autdnomo peptidérgico (ndo adrenérgico e ndo colinérgico),
induz vasodilatacao e hipersecrecao por aumento da permeabilidade da mucosa nasal,
resultando em congestdo nasal, mediada, principalmente pelo polipeptideo intestinal
vasoativo (VIP) e pela substancia P. A resposta inflamatoria também é modulada pelos
neuropeptideos liberados durante os reflexos axonais simpético e parassimpético
(AUGUSTO et al., 2011).

O conjunto dessas a¢6es neuromoduladoras contribui para a hiper-reatividade
nasal, que se configura em um aspecto importantissimo tanto para as rinites nao
alérgicas, como para a rinite alérgica. A hiper-reatividade nasal é responsavel pela
caracteristica de resposta exacerbada da mucosa nasal, seja a estimulos inespecificos
(fumaca de cigarro, perfume, odores fortes, tintas), seja a estimulos especificos como os
alérgenos (MION; MELLO JUNIOR, 2011).

Estudos levaram a formulacdo da hipotese de que, em um subgrupo de
pacientes com rinite ndo alérgica, anormalidades da funcdo neural podem ser
responsaveis por seus sintomas (VAN RIJSWIJK; BLOM; et al., 2003; BRAAT et al.,
1998).

Anormalidades no arco reflexo parassimpatico podem contribuir para o
desenvolvimento da obstrucéo nasal, como resultante do aumento da sensibilidade das
fibras aferentes aos estimulos irritantes e/ou aumento da resposta glandular a ativacéao
parassimpatica, podendo levar a sensacdo de congestdo nasal mesmo na auséncia de
bloqueio ao fluxo aéreo (NACLERIO; BACHERT; BARANIUK, 2010).

Além disso, aplicacbes repetidas de capsaicina levariam a uma desativacao

de terminacdes nervosas de neuronios aferentes tipo C, promovendo uma melhora na
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sintomatologia desses pacientes (VAN RIJSWIJK; BOEKE; et al., 2003; LACROIX et al.,
1991; BLOM et al., 1997).

1.4 NEUROMODULACAO DOS REFLEXOS NASAIS

Diversos trabalhos apontam para a influéncia de estimulos tacteis e térmicos
na mucosa nasal humana e de seu envolvimento, ndo somente em eventos fisioldgicos,
mas também fisiopatoldgicos, resultando tanto em respostas reflexas locais, quanto em
outros 6rgaos, como as vias aéreas inferiores e o sistema cardiovascular.

Em 1980, pesquisadores relataram a existéncia de um reflexo nasobronquico
possivelmente desencadeado pelo estimulo de mecanorreceptores na mucosa nasal,
observado por ocasido do tamponamento da cavidade nasal com gazes (ISHIZUKA;
USUlI, 1980).

Trabalhos de Fontanari et al (1996; 1997) confirmam a existéncia do reflexo
nasobroénquico, ao demonstrarem o aumento da resisténcia da via aérea inferior uma vez
gue as cavidades nasais sdo estimuladas com ar frio, sendo essa resposta abolida com
a anestesia nasal ou com a inalacdo brénquica de atropina. Outro dado interessante é
que essa resposta foi especifica do nariz, tendo em vista que, através da cavidade oral,
o ar frio ndo teve efeitos na resisténcia da via aérea inferior.

O reflexo do mergulho, no qual bradicardia, ou até mesmo parada cardiaca,
podem ocorrer apds exposicdo da mucosa nasal a agua fria, € um exemplo de resposta
do sistema cardiovascular a subita irritacdo nasal (GOODEN, 1994). O reflexo
nasocardiaco também pode ser evocado pela estimulacdo mecénica resultante da
insercdo de um tubo endotraqueal via fossa nasal, promovendo bradicardia (ADRIAN,
2008).

As fibras nervosas sensoriais néo olfatérias, responsaveis pelas vias aferentes
desses reflexos, sdo formadas tanto por fibras mielinicas como ndo mielinicas, essas
altimas, com conducéo lenta e, em sua maioria, fibras nociceptoras do tipo-C. Ja as fibras
mielinicas sdo mais espessas e possuem maior velocidade de conducdo. Algumas
dessas fibras, as mais delgadas dentre as mielinicas, pertencem a categoria A3, podendo

também ter funcdes nociceptivas (SARIN et al., 2006).
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Em gatos, fibras Ad nasais foram caracterizadas como tendo funcbes
mecanorreceptoras e quimiorreceptoras (LUCIER; EGIZII, 1989).

Em aves, 75 mecanorreceptores foram identificados, estando distribuidos em
toda mucosa nasal. Alguns deles eram receptores de adaptacdo lenta e outros de
adaptacao rapida. Quando expostos a amonia, parte deles foi estimulada, sugerindo
serem receptores polimodais que respondem aos estimulos mecéanicos e quimicos com
diferentes limiares (MCKEEGAN, 2004).

Em um outro estudo com felinos, mecanorreceptores estimulados por pressao
foram mais comumente encontrados na regido posterior nasal e na area de inervacao
infraorbital (WALLOIS et al., 1991).

Em ratos, receptores responsivos a pressado foram identificados na mucosa
nasal, distribuidos na area de inervacdo etmoidal, sendo, em sua maioria, estimulados
com pressdes negativas mantidas enquanto inativos com pressdes positivas. Seu exato
mecanismo de acao é desconhecido, mas uma das hipéteses propostas é que a distor¢céo
da mucosa, durante a aplicacdo da presséo negativa, leve ao estiramento e estimulacéo
dessas terminacdes (TSUBONE, 1990).

1.5 MECANISMO DE PERCEPCAO DA PATENCIA NASAL

Embora seja atraente a hipétese de que a corrente de fluxo aéreo poderia
promover forcas de cisalhamento que levariam a distorcdo da superficie da mucosa
nasal, com consequente ativagcdo dos mecanorreceptores, influenciando a sensacéo de
paténcia nasal, ndo ha evidéncias de que isso realmente aconteca, pelo contrario, um
estudo russo realizado em gatos, demonstra que nenhum estimulo de
mecanorreceptores, durante a respiracéo, é observado (GLEBOVSKII; BAEV, 1984).

Corroborando esse dado, um outro trabalho, dessa vez utilizando modelos
computacionais de dinamicas de fluido em trés dimensdes, obtidos a partir de imagens
de tomografia computadorizada, néo encontrou correlacéo entre a percepcao subjetiva
de fluxo aéreo nasal e o cisalhamento da mucosa nasal (KIMBELL et al., 2013).

Canais i6nicos receptores de potencial transitério (TRP) sdo amplamente
expressos em neurbnios sensoriais e possuem fungbes termo, quimio, osmo e

mecanorreceptoras em terminacdes nervosas. Um conjunto de evidéncias aponta para a



21

participacdo de um desses canais, um tipo de termorreceptor, no mecanismo fisiol6gico
primario que produz a sensacao de amplo fluxo aéreo nasal: o canal ibnico receptor de
potencial transitorio do tipo melastatina 8 (TRPM8), o qual seria estimulado pelo
arrefecimento da superficie da mucosa nasal, bem como por substancias mentoladas
(SULLIVAN etal., 2014; ZHAO et al., 2011; ECCLES, 2003; ZHAO et al., 2014; WILLATT;
JONES, 1996; KIMBELL et al., 2013; LINDEMANN et al., 2008).

A agua presente na secrecdo da mucosa nasal evapora para umidificar o ar
inalado. O calor perdido devido a evaporacédo estimula o termorreceptor TRPM8. Como
a perda de calor é proporcional ao fluxo de ar inspiratorio, essa estimulacdo neural
determina a percepcao de paténcia nasal, além de prover sinais aferentes ao centro
respiratorio, no tronco cerebral, dando origem a acdes reflexas de controle da respiracao,
como a modulacao da atividade muscular inspiratéria (BARANIUK; MERCK, 2009).

1.6 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

N&o obstante o importante papel que o sistema neural tem, tanto para a
fisiologia nasal como no contexto de processos patoldgicos; na literatura pesquisada, ha
uma relativa escassez de trabalhos voltados ao estudo histomorfométrico das
terminacdes nervosas na mucosa hasal de humanos, em especial, das conchas nasais
inferiores. Um recente artigo de revisdo de literatura sobre mecanorreceptores em
mucosa nhasal (RAZAQ; MOHAMAD; SALIM, 2015) corrobora essa exiguidade de
estudos.

Marcacdes por imunofluorescéncia, com utilizacdo de anticorpos primarios
seletivos para estruturas neurais, sdo mais eficientes que as classicas coloracées com
prata e ouro, por serem mais especificas. A associacdo dessa técnica ao estudo com
microscopia confocal de varredura a laser permite que estruturas muito delicadas, como
as terminacdes nervosas, possam ser detalhadamente distinguidas, com excepcional
resolucdo de imagens, minimizando as distorgbes e permitindo reconstrugcbes
tridimensionais das mesmas.

Dessa forma, o presente estudo, com o uso de microscopia confocal de
varredura a laser e técnica de imunofluorescéncia com o marcador pan-axonal

antiproduto génico protéico 9,5 (PGP 9,5), propbde-se a descrever a morfologia e
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distribuicdo das terminagbes nervosas em mucosa nasal das conchas inferiores de
humanos, com o intuito de contribuir para um maior entendimento dessas estruturas, o
que pode ser Gtil no aprimoramento de op¢des de manejo clinico e cirdrgico de pacientes
com obstrucdo nasal crénica e outras afeccdes nasais ou mesmo no desenvolvimento de
novas técnicas, mais assertivas, com menores indices de falhas terapéuticas e de

complicagoes.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Avaliar a morfologia e distribuicdo das terminagbes nervosas nas conchas nasais

inferiores de humanos.

2.2 ESPECIFICOS

e Comparar a distribuicdo das terminacdes nervosas entre as faces das conchas
nasais inferiores (septal e meatal), correlacionando com o sexo dos individuos.

e Avaliar a aplicabilidade da técnica de imunofluorescéncia com uso do PGP 9,5 e
microscopia confocal de varredura a laser no estudo da mucosa nasal de conchas
inferiores de humanos.
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3 CASUISTICA E METODO

A pesquisa foi desenvolvida através do Departamento de Cirurgia da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Ceara - UFC, com a aprovacao pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade, conforme parecer niimero 470.149 (Apéndice A).

Foram estudadas as conchas nasais inferiores esquerdas de seis cadaveres,
procedendo-se a retirada dos espécimes durante autépsias realizadas no necrotério da
Coordenadoria de Medicina Legal da Pericia Forense do Estado do Ceara - PEFOCE.

Foram trés individuos do sexo masculino e trés do sexo feminino com idades

variando entre 16 e 76 anos (Apéndice B).
3.1 OBTENCAO DAS CONCHAS NASAIS

A resseccao das conchas ocorreu, em média, 13 horas ap6s o 0Obito e s6 era
efetuada depois da realizacdo de uma entrevista com o familiar responséavel, por ocasiao
da qual eram esclarecidas as duvidas acerca da pesquisa, com preenchimento e assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice C), bem como indagacdes sobre
o histérico de manifestacdes clinicas nasais do individuo autopsiado.

Foram excluidos individuos com histérico pessoal de crises frequentes de
espirros, rinorréia ou obstrucéo nasal, 0 que poderia sugerir possivel quadro de rinossinusite
cronica. Também foram excluidos individuos em que, durante a autdpsia, evidenciavam-se
sinais de trauma facial ou sinais macroscopios de lesdes inflamatorias ou neoplasicas da
mucosa nasal.

As conchas nasais inferiores eram removidas por via endoscopica transnasal,
através de leve luxacdo medial seguida de resseccdo com tesoura cirlrgica para
turbinectomia, efetuando-se o corte bem proximo a insercao da concha com a parede lateral

da cavidade nasal (Figura 1).
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Figura 1 - Visdo da face septal (medial) da concha nasal inferior esquerda apos
resseccao

Fonte: elaborada pelo autor.

Realizava-se a marcacao da parte posterior das pecas (cauda) com fio Nylon®,
entdo, elas eram colocadas em recipientes com solugdo de paraformaldeido a 4%, onde
permaneciam por 48 a 72 horas, sob refrigeracdo. Em seguida, as pecas eram transferidas
para recipientes com solucéo de sucrose a 20% e acondicionadas em freezer a -70°C até

serem cortadas e coradas.

3.2 COLORACAO COM HEMATOXILINA-EOSINA

Foi confeccionada uma lamina corada com hematoxilina de Harris (Laborclin®,
Pinhais, PR) e com eosina amarelada (Inlab®, Diadema, SP) de cada concha nasal, para
avaliar a preservacgdo e integridade dos tecidos e para servir de referéncia nos estudos

histomorfométricos.
3.3 PREPARO DOS CORTES PARA IMUNOFLUORESCENCIA

As conchas nasais eram posicionadas com suas faces septais voltadas para
cima e porcdes anteriores voltadas para a direita, sendo entdo tomadas as suas medidas:

altura e comprimento relativos a seus maiores eixos (Figura 2).
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Figura 2 - Medicao da concha inferior

Fonte: elaborada pelo autor.

Na sequéncia, elas eram pesadas em balanca de preciséo (Figura 3).

Figura 3 - Pesagem da concha inferior

Fonte: elaborada pelo autor.

As conchas nasais foram, entdo, seccionadas em trés segmentos e a por¢ao

central de cada uma foi utilizada para a confeccao das laminas (Figura 4).

Figura 4 - Seccdo da concha em trés segmentos

o

Fonte: elaborada pelo autor.
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Cada porcao central foi entdo posicionada de modo a se ter uma visao de
aspecto coronal do segmento da concha inferior (Figura 5).

Figura 5 - Segmento central em posicionamento de aspecto coronal

b i

v

Fonte: elaborada pelo autor.

|
|

A peca era, assim, ajustada na base do criostato, com sua face superior
alinhada ao marco de referéncia e fixada com Jung TissueFreezing Medium® (Leica
Microsystems, Nussloch, Germany) (Figura 6).

Figura 6 - Fixacdo da peca na base

As
Fonte: elaborada pelo autor.

A base era entdo posicionada com seu marco de referéncia voltado para a
parte superior do criostato, assegurando-se a correta identificacdo das regides da concha
na lamina (Figura 7). Realizaram-se cortes com espessura de 50um, em criostato Leica®
modelo CM1850 (LeicaMicrosystems, Nussloch, Germany), a temperatura de -18 a -
20°C.
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Figura 7 - Ajuste da base no criostato com as referéncias e disposicdo dos cortes na
lamina

Fonte: elaborada pelo autor.

3.4 IMUNOFLUORESCENCIA

A preparacdo das laminas seguiu o método de imunofluorescéncia com
anticorpo priméario PGP 9,5 e anticorpo secundario Alexa flior 488, descrito por JEW e
colaboradores (JEW et al., 2003).

As seccgOes foram lavadas quatro vezes por 15 minutos com solucao fria de
tampao fosfato-salino a 0,1 mol (0,1M TFS, Laborclin®, Pinhais, PR) contendo 3% de Triton
X-100 (TX-100, Inlab®, Diadema, SP), seguido de incubagdo por duas horas na
temperatura ambiente, com solugéo de bloqueio contendo 4% de soro normal de cabra
(Jackson Immuno Research Inc., West Grove, PA), 0,25% de albumina sérica bovina
(Inlab®, Diadema, SP), 2% de TX-100 e 0,1M TFS.

Os tecidos foram lavados por 15 minutos, quatro vezes com 0,1M TFS gelado e
incubado com anticorpo primario por 18 a 20 horas a 4°C. O anticorpo primario foi o PGP
9,5 (Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford, IL), diluido em 1:200 em solucéo consistindo
de 0,5% TX-100 em 0,1M TFS. Em seguida, foi lavado quatro vezes por 15 minutos em
0,1M TFS e entao, incubado no escuro por duas horas na temperatura ambiente com o
segundo anticorpo marcador fluorescente Alexa Fluor 488 — IgG (Thermo Fisher Scientific
Inc., Rockford, IL), diluido em 1:200 com os diluentes do anticorpo primario. As laminas
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foram protegidas da luz e foram realizadas uma série de lavagens: duas vezes por 15
minutos com 0,1M TFS frio, uma vez por 20 minutos com 0,05M TFS frio e uma vez com
agua destilada. As laminas foram cobertas com laminulas, colocadas em estojos e

estocadas em refrigerador a -70° C.

3.5 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Avaliaram-se 06 cortes por imunofluorescéncia de cada individuo. As laminas
foram examinadas com microscopio confocal a laser equipado com epifluorescéncia
(modelo LM 710, Carl Zeiss Inc., Jena, Alemanha). As seccdes foram vistas com
epifluorescéncia, usando um filtro de excitacdo (492-630nm) para emissao de feixe (520-
525nm) Dualexis — fluor 488.

Cada corte, foi examinado no aumento de 100 vezes para avaliar a orientacao
dos tecidos e mapear as estruturas de interesse. Quando identificadas, foram utilizados
aumentos de 200 vezes e 400 vezes para ver maiores detalhes.

As estruturas identificadas nas laminas estudadas de cada individuo foram
fotografadas e suas dimensdes, conformacdes e localizacdo relativa foram avaliadas.

Para a avaliacdo e comparacéao da distribuicdo das terminacdes nervosas entre
as faces das conchas nasais de cada individuo e entre os individuos, utilizou-se um sistema
de pontuacao semiquantitativo, através de uma tabela de escores ordinais, no qual os dados
foram classificados em grupos categoricos definidos e organizados em uma progressao
"ordenada" pela intensidade de ocorréncia das terminacbes nervosas marcadas pelo
anticorpo primario PGP 9,5 e evidenciadas pelo anticorpo secundario Alexa flior 488.

ApoGs tal quantificacdo, os dados foram combinados em uma pontuacao total
(Tabela 1), permitindo assim, a comparacédo entre individuos e entre por¢cdes da concha
nasal, com a aplicacdo de testes estatisticos ndo paramétricos (GIBSON-CORLEY;
OLIVIER; MEYERHOLZ, 2013).
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Tabela 1 - Tabela de escores para quantificacdo da inervacéo
Intensidade de ocorréncia das

Escore terminacdes
0 Auséncia
1 Fraca
2 Moderada
3 Intensa

Fonte: Elaborada pelo autor.

Cada imagem selecionada e obtida a partir das fotografias das laminas de
imunofluorescéncia foi avaliada sem identificagdo especifica, portanto, de maneira "cega”,
duas vezes por dois examinadores diferentes.

Os escores atribuidos por cada avaliador foram comparados entre si através do
teste de concordancia ndo paramétrico de Kappa e ndo demonstraram diferencas
significantes intra ou interobservadores, validando, assim, a sua concordancia e

reprodutibilidade.
3.6 ANALISE ESTATISTICA

Calcularam-se a média e o desvio padréo para os dados descritivos: medidas
das pecas estudadas (peso, comprimento e altura).

As médias obtidas a partir dos valores resultantes das pontuacdes da tabela de
escores para inervacao, foram submetidas ao teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
a avaliacao de possiveis diferencas em funcéo do sexo.

O teste ndo paramétrico de Wilcoxon foi utilizado para a comparacao das médias
de escores relativas a inervagdo entre as faces septal e meatal.

A partir dos escores de inervacéo das faces septal e meatal, formulou-se também
uma medida que foi chamada de inervacdo geral, correspondente a média obtida das
médias entre os escores atribuidos pelos dois examinadores a cada uma das laminas
avaliadas.

Os programas Microsoft Excel 2007 e SPSS verséao 20 foram utilizados para a

realizacdo dos procedimentos estatisticos.
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Seis individuos foram selecionados para o estudo apés passarem pelos critérios

de excluséo e pela autorizacédo por parte dos familiares, compondo a amostra da seguinte

forma: trés individuos do sexo masculino e trés do sexo feminino com idades variando entre

16 e 76 anos (Tabela 2).

Tabela 2 - Sexo e idade dos individuos

Dados Individuo Individuo Individuo Individuo Individuo Individuo
1 2 3 4 5 6
Sexo Masc Masc Fem Fem Masc Fem

Idade 24,7 anos 25,9anos 76,1 anos 16,0anos 70,0anos 41,0 anos

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os dados morfolégicos gerais das pecas anatdbmicas estudadas mostraram uma

relativa uniformidade entre as dimensdes altura e comprimento, com uma maior variagao

em relacdo ao peso das conchas nasais (Tabela 3).

Tabela 3 - Dados morfoldgicos gerais das conchas nasais avaliadas

Dados Individuo Individuo Individuo Individuo Individuo Individuo Média
1 2 3 4 5 6 + DP
Peso 1.8
da 1,292¢g 0,512¢g 2,4519g 1,3479g 3,110g 2,072¢g (+d 9)
Concha —
Comp. 4,0
da 4,3cm 3,3cm 4,4cm 3,4cm 4,6cm 3,8cm (+d 5)
Concha -
Altura 11
da 1,0cm 0,7cm 1,3cm 1,2cm 1,3cm 1,3cm (+d 2)
Concha -

DP: desvio padrao.
Fonte: Elaborada pelo autor.

4.1 COLORACAO HEMATOXILINA-EOSINA



32

A andlise das laminas coradas com hematoxilina-eosina sob microscopia optica
demonstrou aspectos tipicos.

Conchas nasais inferiores revestidas por um epitélio respiratorio
pseudoestratificado cilindrico ciliado, com células caliciformes, com uma membrana basal

bem definida (Figura 8).

Figura 8 - Epitélio respiratorio da concha nasal inferior

r » 3 . ~
umento de 100x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Em suas porcbes mais profundas, um eixo 6sseo, ndo homogéneo, com

presenca de um trabeculado fino e de vasos sanguineos (Figura 9).

Figura 9 - Porgao 6ssea da concha nasal inferior

»

Aumento de 100x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Entre a membrana basal do epitélio e o tecido 6sseo, apresentava-se a lamina
propria, correspondendo ao maior volume da concha nasal inferior. Na lamina propria, foi
encontrado um infiltrado inflamatério caracteristico constituido, principalmente, por linfocitos
(Figura 10).
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Figura 10 - Infiltrado inflamatorio na lamina prépria da concha nasal inferior
-

Aumento de 400x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Também estavam presentes na lamina prépria vasos sanguineos constituidos
por: sinusoides venosos (Figura 11) e arteriolas (Figura 12).

Figura 11 - Sinuséides venosos (cabecas de setas brancas) na lamina prépria da
concha nasal inferior

heo o
Aumento de 100x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Aumento de 100x.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Outro elemento caracteristico encontrado na lamina propria, sobretudo em suas
camadas mais superficiais, foram glandulas seromucosas (Figura 13).

Figura 13 - Glandulas seromucosas (cabecas de setas brancas) na lamina propria da
concha nasal inferior

Aumento de 400x.
Fonte: elaborada pelo autor.

A porcao medial (septal) da lamina prépria demonstrou ser mais espessa que

a lateral (meatal) (Figura 14).

Figura 14 - Porcao septal da lamina propria (cabeca de seta preta), porcao 0ssea (seta
branca) e porcdo meatal da lamina propria (seta preta)
PSRN 21 1 g % W% Bl A
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Aumento de 50x.
Fonte: elaborada pelo autor.

4.2 IMUNOFLUORESCENCIA PARA ANTICORPO PRIMARIO ANTI-PGP 9,5

A andlise das laminas preparadas com imunofluorescéncia sob microscopia
confocal de varredura a laser evidenciou a presenca de terminagdes nervosas livres em
todas as camadas da lamina prépria, com especial destaque para as porcbes mais
superficiais.

Nessas regides, as fibras aparecem em delicados fasciculos com trajeto paralelo
a superficie da mucosa, com as menores distancias variando em pouco mais de 30um até

a membrana basal do epitélio respiratorio (Figura 15).
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Figura 15 - Terminacdes nervosas em proximidade a membrana basal do epitélio
respiratorio

Barra = 100um Aumento de 200x.
Fonte: elaborada pelo autor.

A conformacao desses fasciculos é de aspecto ondulado, percorrendo longas
distancias. Algumas terminag6es nervosas livres, com calibre de cerca de 1um ou pouco
menos, destacam-se do fasciculo de origem e se insinuam em direcdo ao epitélio

respiratorio, aproximando-se ainda mais da zona da membrana basal (Figura 16).
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Figura 16 - TerminagGes nervosas livres de aspecto ondulado, deixando o fasciculo e se
aproximando da membrana basal do epitélio respiratério

Barra = 100um Aumento de 400x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Na camada mais superficial da lamina propria da concha nasal inferior, foram
encontradas também terminagbes nervosas mantendo intima relagdo com as glandulas

seromucosas (Figura 17), assim como com seus ductos excretores (Figura 18).
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Figura 17 - Terminacdes nervosas em proximidade a glandulas seromucosas

Barra = 100pm.
Aumento de 400x.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 18 - TerminacOes nervosas em proximidade a ducto excretor de glandula
seromucosa

Barra = 100um Aumento de 400x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Nas camadas mais profundas da lamina prépria, fasciculos nervosos mais
calibrosos, medindo mais de 30um de espessura, foram identificados.Tais estruturas
tendem a se ramificar em direcdo a superficie, com reducéo progressiva de seu calibre
(Figura 19).
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Figura 19 - Fasciculos nervosos mais calibrosos em camada profunda da lamina propria

Barra = 20pm Aumento de 400x.
Fonte: elaborada pelo autor.

Nessas regides mais profundas da lamina propria, arteriolas evidenciando
imunorreatividade ao PGP 9,5 em camadas mais proximas ao endotélio de suas paredes
foram visualizadas com frequéncia (Figura 20).

A presenca dessas fibras nervosas em proximidade a sinusoéides venosos foi

mais escassa.
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Figura 20 - Vaso sanguineo arterial com imunorreatividade ao PGP 9,5 em suas paredes

Barra = 100um Aumento de 100x.
Fonte: elaborada pelo autor.

N&o foram evidenciadas terminac¢des nervosas mais complexas, do tipo
corpusculares, em nenhuma das laminas avaliadas, mas tdo somente terminagdes
nervosas livres.

N&o houve diferenca na distribuicdo das terminacdes nervosas livres entre as
camadas mais superficiais da lamina propria, quando comparadas as faces septal e meatal

das conchas nasais dos diversos individuos (Figura 21 e Tabela 4).
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Figura 21 - Comparacao das médias de distribuicdo das terminacfes nervosas entre as
camadas superficiais da lamina propria das faces septal e meatal, com IC de 95%
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 4 - Comparacgao da inervacdo em funcao das faces: septal e meatal

Variavel Média (IC) P-valor*
Septal 2,1 (x0,7
P ( ) 0,877
Meatal 1,9 (x1,0)

Fonte: Elaborada pelo autor.

Da mesma forma, quando comparadas as meédias de distribuicdo das
terminagdes nervosas presentes em camadas mais superficiais da lamina propria das faces
septais, meatais ou mesmo a média geral de inervacdo, ndao houve diferenca,
estatisticamente significativa, em funcéo do sexo dos individuos avaliados (Figura 22 e
Tabela 5).
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Figura 22 - Comparacao das médias de distribuicdo das terminac¢des nervosas em fungao
do sexo, com IC de 95%

3,50
3,00
2,50
2,00
® Masculino
1,50
B Feminino
1,00
0,50
0,00
Inervacgéo Inervagéao Inervacéo
septal meatal geral

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 5 - Comparacéo da inervacdo das conchas nasais em funcao do sexo

Inervacao Masculino* Feminino* P-valor
Face septal 1,8 (¥1,5) 2,3 (x0,7) 0,564
Face meatal 2,3 (x0,5) 1,6 (x1,7) 0,571

Geral 2,0 (20,6) 2,1 (1,0 0,988

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 DISCUSSAO

As terminacdes nervosas na mucosa nasal das conchas inferiores assumem
papéis importantes no controle e mediacdo de diversos eventos fisiologicos. Ademais,
também tomam parte no contexto de fenbmenos patoldgicos, como a hiper-reatividade
nasal observada em rinites cronicas. Dessa forma, ampliar o entendimento acerca de sua
morfologia, relacbes estruturais e distribuicdo na mucosa, pode representar efetiva
contribuicéo para o desenvolvimento de novas estratégias, ou otimizacao das ja existentes,
relativas ao manejo clinico e cirargico de pacientes com afec¢des nasais.

Nesse sentido, buscamos estabelecer padrbes histomorfométricos das
terminacdes nervosas presentes em conchas nasais inferiores, que fossem representativas
de um estado de normalidade histolégica. Para tanto, foram utilizados critérios de exclusao
como historico pessoal de manifestagfes clinicas nasais (crises esternutatorias, episodios
frequentes de rinorréia e obstrugcdo nasal), além de sinais macroscopicos de trauma local,
processos inflamatoérios ou neoplasicos.

A avaliacdo das conchas nasais inferiores através da coloracdo com
hematoxilina-eosina confirmou a efetividade dos critérios de excluséo utilizados, uma vez
que o0s espécimes da amostra selecionada apresentavam achados histoldgicos
caracteristicos entre as diversas camadas (epitélio respiratorio, membrana basal do epitélio,
lamina propria e camada 6ssea) conforme dados histomorfoldgicos ja descritos na literatura
(BERGER; BALUM-AZIM; OPHIR, 2003), assegurando, assim, a integridade dos tecidos
analisados.

Ao longo de um periodo de seis meses, destinado a coleta das pecas, as
pessoas autopsiadas, com caracteristicas que respeitavam 0s critérios de exclusao
estabelecidos e cujos familiares concordaram com as condi¢cdes para participagdo no
estudo, constituiram uma amostra de 06 individuos, comparavel ao tamanho de amostras
avaliadas em outros trabalhos que também analisaram terminacdes nervosas em tecidos

humanos do trato respiratério superior (Quadro 1).



44

Quadro 1 - Trabalhos que também analisaram terminacdes nervosas em tecidos
humanos do trato respiratorio superior

Amostra Autor/Ano Titulo Marcador.es
Neuronais
CAUNA,;
06 ’ Sensory receptor organs of the
individuos HINDERER; humanB;]asal I:r)espiraqtory mucosa Prata
WENTGES, 1969
o JOHNSON: Pr?;_elg_gel_rile product 9.5-I|tl_<e_tar_1dth
0 ELLER: JAFEK, calbindin-like immunoreactivity in the PGP 9.5
individuos 1997 nasal respiratory mucosa of perinatal
humans
11 FIGUEROA; Innervation of nasal turbinate blood
individuos MANSILLA; vessels in rhinitic and non rhinitic PGP 9,5
SUBURO, 1998 children
_ _Q3 LEITE et al., 2016 Morphology of nerve endings in vocal PGP 9.5
individuos fold of human newborn

Fonte: elaborada pelo autor.

Padronizamos a resseccao da concha nasal inferior esquerda para obtermos
uma maior homogeneidade dos espécimes coletados, bem como pelo fato de ser esse o
lado, tecnicamente, mais facil para um cirurgido destro, garantindo um corte mais preciso,
uniforme e rente a inser¢éo da concha.

Os segmentos mais centrais de cada concha nasal inferior foram escolhidos
para a confeccdo das laminas por apresentarem a maior altura, a porcdo 0ssea mais
evidente e por estarem menos sujeitos a eventuais processos de metaplasia do epitélio
respiratorio, caracteristico da por¢cdo mais anterior (cabeca).

O posicionamento desses segmentos centrais em aspecto coronal, durante o
corte e preparo das laminas, foi assim escolhido para permitir a adequada visualizacéo e
andlise das diversas camadas e faces (septal e meatal) das conchas inferiores.

Para esse estudo, foi selecionado o anticorpo primario marcador pan-axonal
antiproduto génico protéico PGP 9,5 por ser um marcador neural mais geral, ndo restrito a
subpopulacdes de células nervosas, resultando, assim, em uma visdo mais ampla da
inervagédo do tecido analisado, conforme se verifica em estudos realizados em tecidos
humanos (JEW et al., 2003; HILLIGES et al., 1996; JOHNSON; ELLER; JAFEK, 1997) e de
animais (YAMAMOTO et al., 1998; JOHNSON, 2000). Ao PGP 9,5 foi conjugado o fluoréforo
Alexia Fluor 488.
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Em modelo experimental de estudo de ligamentos do punho, Jew e
colaboradores propuseram o uso da imunofluorescéncia com o anticorpo primario PGP 9,5
para a avaliacdo de terminacdes nervosas (JEW et al., 2003). Posteriormente, essa técnica
foi aplicada em ligamento dorsal radiocarpal (TOMITA et al.,, 2007), na articulacdo
interfalangeana proximal (CHIKENJI et al., 2010) e na articulagéo interfalangeana distal
(CHIKENJI et al., 2011).

No presente trabalho, a técnica de imunofluorescéncia foi a mesma utilizada por
Jew e colaboradores (JEW et al., 2003), com diferenciacao na diluicdo do anticorpo primario,
a qual foi alterada de 1:400 para 1:200, tendo em vista que essa concentracao se mostrou
mais adequada para a marcacao das estruturas nervosas de interesse, nas condi¢des do
presente estudo. Essa diferenciacédo, possivelmente se deu em virtude das peculiaridades
da mucosa nasal das conchas inferiores frente aos tecidos ligamentares avaliados por Jew
e colaboradores. Dessa forma, o método demonstrou ser eficiente para o estudo, com
detalhes, da morfologia das terminacdes nervosas das conchas nasais inferiores de
humanos. Contudo, com a diluicdo de 1:200, também foi observado uma maior reatividade
inespecifica de fundo, ou seja, um realce mais acentuado do chamado background, o que
ndo comprometeu a diferenciacdo e estudo descritivo morfolégico das terminacdes
nervosas, mas dificultou a utilizacdo de programas computacionais de andlise de imagens
para fins de célculo de densidade dessas terminacdes. Em funcédo disso, optou-se pela
utilizacdo de uma metodologia amplamente aplicada em estudos de histomorfometria, com
0 intuito de traduzir a percepcao subjetiva que o examinador tem, frente a analise da
expressao de um marcador tecidual especifico, transformando essa percepcao, através de
uma tabela de escores, em dados quantitativos, os quais, dessa forma, podem ser
submetidos aos testes estatisticos (FEDCHENKO; REIFENRATH, 2014).

Na microscopia convencional, se faz necessario o uso de cortes muito finos, uma
vez que cortes mais espessos, maiores que trés a cinco micrémetros, apos a magnificacéo,
produzem imagens ruins com menor contraste e resolucdo, em face da dissipacao da luz
por regides néo focadas, resultando em imagens que correspondem a planos de foco
combinados. Por outro lado, a aplicacdo da técnica de imunofluorescéncia com o anticorpo
primario PGP 9,5 permite o uso de microscopia confocal de varredura a laser, a qual, ao

contrario da microscopia convencional, € capaz de avaliar cortes mais espessos de tecido,
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em razao de sua propriedade de focar a imagem em estudo com grande resolucdo e minima
perda do contraste, no plano desejado, possibilitando a andlise detalhada de estruturas
nervosas em sua quase totalidade.

Em um trabalho com cachorros, analisando 10 animais, através da técnica de
imuno-histoquimica com PGP 9,5 por microscopia éptica e eletronica, identificou-se a
presenca de terminacdes nervosas corpusculares complexas, com expansodes bulbares,
laminares e varicosas, distribuidas na porcdo dorsal mais elevada do septo nasal e na
concha nasal dorsal. As terminacdes apresentavam cerca de 300-500um de comprimento
e 100-250um de largura. Alguns axénios originavam uma terminagdo unica, enquanto
outros se ramificavam em duas terminacdes. As terminacdes corpusculares estavam
localizadas dentro do epitélio respiratério nasal. Essas terminacdes nervosas
provavelmente seriam ativadas por mudancas de pressao (YAMAMOTO et al., 1998).

Trabalhos realizados em humanos, avaliando a mucosa da cavidade oral e da
laringe, também identificaram a presenca de terminacBes nervosas corpusculares
(HILLIGES et al., 1996; VILLAVERDE et al., 1994; LEITE et al., 2016).

Em contraste com esses achados, o presente estudo das conchas nasais
inferiores n&o identificou terminagdes nervosas mais complexas, do tipo corpusculares, mas
tdo somente foram evidenciadas terminacdes nervosas livres, o que esta de acordo com
dados da literatura (KEH et al., 2011; CAUNA; HINDERER; WENTGES, 1969).

Portanto, embora a mucosa nasal demonstre a capacidade de responder a
estimulos mecanicos de pressao local continua, como nos casos de tamponamento nasal
com gazes (ISHIZUKA; USUI, 1980), a transducéo desse sinal ndo ocorre por meio de
terminacdes nervosas complexas do tipo Meissner-like, mas sim através de terminacdes
nervosas livres que possuem perfil polimodal, respondendo a estimulos diversos (térmicos,
quimicos, tacteis e mecanicos) em funcdo da presenca de canais ibnicos receptores de
potencial transitorio (TRP) amplamente expressos em neurdnios sensoriais.

As fibras aferentes trigeminais estéo difusamente distribuidas na mucosa nasal
e h& a estimativa de que exista a expressao do termorreceptor TRPM8 em mais de 60%
delas. Outros dois tipos de receptor também expressos em terminacdes nervosas
sensoriais nasais sao: o TRPV1 (um canal catiénico ndo seletivo ativado pela capsaicina,

protons e temperaturas acima de 43°C) e o TRPAL (ativado em temperaturas inferiores as
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do TRPMS8, menos de 17°C, além de cinamaldeido e isotiocianato de alilo, o ingrediente
ativo encontrado no 6leo de mostarda). Em conchas nasais inferiores humanas, a
imunorreatividade para TRPM8 foi determinada, principalmente, no epitélio ciliado e na
lamina prépria, ao redor das glandulas e dos vasos sanguineos, ndo havendo diferenca
significativa entre pacientes com ou sem rinite alérgica (LIU et al., 2015). TRPV1 foi
detectado, sobretudo, no epitélio e subepitélio de pacientes com rinite, com pouca presenca
nas porcdes vasculares mais profundas da lamina propria, ao contrario do TRPM8. Ja as
terminacdes TRPAL positivas parecem ser mais escassas, sendo observadas em células
epiteliais, em algumas poucas finas fibras subepiteliais e em fasciculos nervosos mais
profundos (BUDAY et al., 2012; KEH et al., 2011).

Os aspectos histomorfométricos das terminacdes nervosas livres identificadas
no presente trabalho, em muito se assemelham as caracteristicas descritas na publicacdo
de CAUNA e colaboradores (CAUNA; HINDERER; WENTGES, 1969) que, utilizando
preparacdes com prata, avaliaram as margens inferiores de conchas nasais de 06
individuos, com idades entre 18 e 39 anos e que se submeteram a procedimentos cirdrgicos
nasais. Em relacdo a esse estudo, o nosso se diferencia pelo fato das conchas nasais
inferiores terem sido ressecadas em sua totalidade e ndo apenas suas margens inferiores,
permitindo a avaliacdo de todas as suas faces e camadas, além disso, foram excluidos
individuos com histérico pessoal sugestivo de possivel rinite/sinusite cronica.

A distribuicdo das terminacfes nervosas livres foi mais evidente nas camadas
mais superficiais da lamina prépria, regides que estdo mais proximas a superficie do epitélio
respiratério e, portanto, mas sujeitas aos estimulos reflexégenos da corrente de fluxo aéreo.

Embora se saiba que a corrente aérea exerce maior influéncia sobre a face
septal, no presente trabalho, ndo foram observadas diferencas significativas entre a
distribuicdo das terminagdes nervosas livres, quando comparadas as faces septal e meatal.
Contudo, cabe ressaltar o fato de que o PGP 9,5 é um marcador pan-axonal e que, portanto,
nao faz distingdo de receptores especificos. Assim sendo, € possivel formular a hipotese de
que, talvez, haja uma diferenciacdo na densidade de marcacgdo das terminagdes nervosas
livres, entre as faces septal e meatal, uma vez que se utilize um anticorpo primario

especifico para o canal TRPM8, o qual, possivelmente, concentre-se mais na face septal,
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tendo em vista sua participacéo no processo de percepcao do fluxo aéreo nasal e sensacao
de paténcia nasal.

Os dados obtidos no atual estudo sugerem ainda que o fator sexo também néo
influencia na distribuicdo dessas terminacdes nervosas livres. No entanto, como na literatura
pesquisada ndo foram encontrados trabalhos fazendo essas correlagdes, fazem-se
necessarios mais estudos, com um numero maior de observacdes, para a confirmacao
desses dados, utilizando-se, inclusive, marcadores especificos para receptores como 0
TRPMS.

Nossos achados apontam para a estreita relacao entre as terminacdes nervosas
livres e glandulas seromucosas presentes na lamina prépria assim como com seus ductos
excretores e com 0s vasos sanguineos, em especial, arteriais mais profundos, refletindo o
importante papel da neuromodulacdo nos fendbmenos de secrecdo glandular e controle
vasomotor.

Contudo, especificamente em relagcdo ao padrédo de imunorreatividade das
paredes dessas arteriolas, os nossos dados evidenciaram uma diferenca em relacéo
agueles de uma outra publicacdo, que analisou o padrdo de inervacdo dos vasos
sanguineos de conchas nasais médias de 11 criancas, utilizando, dentre outros anticorpos,
o PGP 9,5 (FIGUEROA; MANSILLA; SUBURO, 1998): Figueroa e colaboradores
descreveram uma maior marcacao pelo PGP 9,5 nas camadas musculares mais externas
das arteriolas, em contraste com a maior proximidade ao endotélio identificada em nossas
laminas.

Diante do exposto, fica evidente a grande importancia dessas terminacgdes
nervosas livres no controle do microambiente das conchas nasais inferiores por meio de
acoes reflexdgenas, com repercussdes nao apenas locais, mas também em outros 6rgaos,
bem como seu papel na percepgédo do fluxo aéreo nasal, modulando a sensacdo de
paténcia nasal.

Assim sendo, parece razoavel inferir a hipotese de que tratamentos cirlrgicos
mais conservadores, com maior preservacao da camada superficial da lamina propria das
conchas nasais inferiores, a exemplo das turbinoplastias ou luxacdes laterais, poderiam
talvez resultar em maior preservacao das terminacdes nervosas livres, com menor impacto

na neurofisiologia local, possibilitando desfechos pos-operatorios melhores, com maior



49

resolucdo da queixa clinica de obstrucdo nasal e menor indice de complicagbes como o

Empty Nose.
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6 CONCLUSAO

Terminagdes nervosas livres foram identificadas em todas as por¢cdes da lamina
propria da concha nasal inferior, com uma maior concentracdoem suas camadas mais
superficiais, onde se agrupam em delicados fasciculos de conformacgéo alongada e aspecto
ondulado, em um trajeto paralelo ao epitélio respiratério, algumas delas com direcionamento
mais préximo a membrana basal do epitélio.

As terminacfes nervosas também mantém relacdo intima com glandulas
seromucosas e seus ductos, bem como com vasos sanguineos, sobretudo arteriais.

Os dados obtidos ndo demonstram diferencas na distribuicdo dessas
terminacdes quando comparadas as faces septal e meatal ou mesmo em funcdo do sexo
dos individuos avaliados, contudo, outros estudos e um numero maior de observacoes,
fazem-se necessarios para a confirmacéo desses achados.

N&o foram identificadas terminacdes nervosas corpusculares complexas.

O uso de microscopia confocal de varredura a laser e técnica de
imunofluorescéncia com o anticorpo primario PGP 9,5 possui boa aplicabilidade no estudo

histomorfométrico das terminagcdes nervosas das conchas nasais inferiores de humanos.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: HISTOMORFOMETRIA DAS TERMINAGOES NERVOSAS LIVRES DAS CAVIDADES
NASAIS

Pesquisador: MAGNO ERIC BARBOSA PEIXOTO

Area Tematica:

Versido: 3

CAAE: 19757513.2.0000.5054

Instituicdo Proponente: Departamento de Cirurgia

Patrocinador Principal: Financiamento Praprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 470.149
Data da Relatoria: 21/11/2013

Apresentacdo do Projeto:

Serdo retirados trés fragmentos das cavidades nasais de 15 cadaveres, dos quais, cinco com idade acima
de B0 anos (idosos), cinco entre 25 & 59 anos (adultos) e cinco entre 20 & 24 anos (adultos jovens). Apds
aplicagdo do TCLE, serdo ressecados, por via endoscopica, trés fragmentos da cavidade nasal esquerda de
cada cadaver, de aproximadamente 1cm2 e 0.3 cm de profundidade das seguintes regifes: porgdo superior
do septo nasal, tergo anterior da concha média e terce anterior da concha inferier. Analises quantitativas e
qualitativas das terminages nervosas livres das cavidades nasais, a partir de |dminas preparadas com
imunofluorescéncia, examinadas com microscépie confocal a laser e histomorfometria para a presenga de
terminacfes nervosas livres, dando Enfase na identificagdo dos tipos de terminacdes nervosas, bem como
em sua distribuigdo. Os seguintes dados serdo evidenciados: densidade, didmetros e caracteristicas
morfoldégicas dos ax@nios terminais. O ndmero de secgies contendo terminagdes livres sera calculado de
acordo com o percentual total de seccdes. A densidade de cada terminagdo nervosa livre nas secgdes dos
fragmentos serd avaliada através de um sistema de analise de imagem (KONTROM KS-400) baseado nos
principios histemorfométricos. Posteriormente serdo relacionados com a quantidade de terminacdes
nervesas livies presentes em cada area das cavidades nasais por testes estatisticos paramétrico e néo

paramétrico e correlacionando com as diferentes faixas etarias dos individuos
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estudados.

Objetive da Pesquisa:

0 objetivo principal deste estudo & avaliar a distribuic&o das terminagées nervosas livres nas cavidades
nasais.

Objetives especificos: 1. Comparar de forma quantitativa e qualitativa a distribuicdo das terminagdes
nervosas nas regides: septal, conchas nasais médias e conchas nasais inferiores. 2. Comparar de forma
guantitativa e qualitativa a distribuigdo das terminagdes nervosas das cavidades nasais de idosos, adulios e
adultos jovens.

Avaliacae dos Riscos e Beneficios:

RISCOS: Por se tratar de estudo realizado a partir de amostras retiradas de cadaveres, ndo ha risco
significative evidente.

BENEFICIOS: Aprofundar o conhecimento médico-cientifico acerca das terminagées nervosas livres das
cavidades nasais, contribuinde, assim, para o entendimento da fisiclogia nasal, bem come dos processos
patoldgicos relacionadas ao funcionamento e integridade dessas terminagdes.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é relevante.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatdria:

Foram todos apresentados. O TCLE foi refeito.

Recomendacies:
Sem Recomendagdes

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacies:
Sem pendéncias.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Mio

Consideracdes Finais a critério do CEP:
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Dados  Individuo1l  Individuo2  Individuo3  Individuo 4 Individuo 5 Individuo 6 Meg;a *
Sexo Masc Masc Fem Fem Masc Fem
Idade 24,7 anos 25,9 anos 76,1 anos 16,0 anos 70,0 anos 41,0 anos (éf_)’z)
Cor Pardo Pardo Branca Parda Pardo Parda
. . Insuficiéncia
. Hemorragia Hemorragia .
Hemorragia . : respiratéria por
. interna por . interna ~
interna por ~ Nao . edema agudo de N&o
Causa perfuragéo . abdominal ~ .
Mortis trauma determinada pulmé&o por determinada
. por arma de por trauma . A
abdominal . insuficiéncia
fogo em torax fechado ]
cardiaca

DP: desvio padrao.
Fonte: Elaborada pelo autor.



APENDICE C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termmo de Consentimento Livre e Esclarecido

Histomorfometria das Terminagdes Nervosas Livres das Cavidades Nasais

Vocé esta sendo convidado pelo Dr Magno Eric Barbosa Peixoto a autorizar, voluntariamente,
a participacdo de seu familiar falecido em uma pesquisa. Vocé ndo deve autorizar contra a sua
vontade.

Leia atentamente as informacdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos
os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Durante a autdpsia de seu familiar, sera retirada, através de endoscopia, uma pequena amostra do
interior do nariz para estudos cientificos. |sso ndo vai gerar qualquer defeito no corpo.

Estamos fazendo uma pesquisa para estudar e entender como funciona a sensibilidade do nariz.

Oz resultados ajudardo a compreender melhor doengas como as rinites.

O nome de seu familiar ficard em segredo.

A sua autorizacdo devera ser voluntaria e consciente.

“océ ndo receberd qualquer pagamento por sua participagio nesse estudo.

A qualgquer momento, vocé terd o direito de desistir da pesquisa sem necessidade de dar explicagdes
e i1sso ndo vai lhe prejudicar em nada.

Mome do pesquisador responsavel: Magno Eric Barbosa Peixoto
Instituigdo: Universidade Federal do Ceara, Departamento de Cirurgia.
Rua Prof. Costa Mendes, 1608 - 3° Andar - Rodolfo Tedfilo

Bloco Didatico da Faculdade de Medicina f UFC

CEP: 60.430-140 - Fortaleza - CE

Telefone: (85) 3366-8062 Fax: (85) 3366.8065

E-mail: cirurgia@ufc br

ATENCAD: Se vocé tiver alguma consideragio ou divida sobre a sua participagdo na pesquisa entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da UFC — Rua Coronel Munes de Melo, 1127, Rodolfo

Tedfilo. Fone: 3366-8344.

0 abaixo assinado ) anos,
RG: , declara que & de livre e espontdnea vontade que estd

autorizando a participag3o de seu familiar na pesquisa.

Eu declaro que li cuidadosamente esse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds
sua leitura, tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu conteddo, como também sobre a pesquisa e
recebi explicag@es que responderam por completo minhas ddvidas. E declaro zinda estar recebendo uma
cipia assinada desse termo.

LOCAL E DATA

HOME DO VOLUNTARID DATA ASSINATURA
NOME DO PESQUISADOR DATA ASZINATURA
HNOME DA TESTEMUMHA DATA ASSINATURA

{SE 0 WOLUNTARIO NAD SOUBER LER)

NOME DO PROFISSIONAL DATA ASSINATURA
CQUE APLICOU O TCLE
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