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1 - INTRODUGAO



CONSIDERACOES GERAIS

Desde que Otto Loewi, em 1921, demonstrou que o0 estimulo
aplicado ao nervo vago de um coracdo isolado de r3 liberava na
luz ventricular uma substancia que, ao ser transferida para o
ventriculo de outro coracdo, provocava neste altimo um efeito
vagal, teve inicio um capitulo fundamental nas cidncias
neurobioldgicas: @ era dos neurotransmissores (Nt). Com a
simplicidade genial deste experimento, ficou provada a existéncia
da transmissio da informagao entre elementos celulares através de
mediador quimico.

A acetilcolina (ACh) foi o primeiro neurotransmissor isolado
eém sinapse do Sistema Nervoso Central (SNC), descoberta feita por
Eccles et alii (1954); Eccles et alii (1956) e Curtis et al
(1958), trabalhando com células de Renshaw da medula espinal de
gato. Dale (1934), introduziu o termo colinérgico para designar
as células que liberam ACh como Nt e mais tarde este mesmo autor
chamou de colinoceptivas as células que respondem a acdo deste.
Atualmente ja foram identificados inGmeros outros Nts
(catecolaminas, GABA, acido glutamico, substancia P, etc.) que
agem em outras sinapses do SNC.

A identificacdo de vias no SNC, onde um determinado Nt & o
responsavel pela transmissao da informacdo, veio clarear a
fisiopatogenia de determinadas doencas. 0 mapeamento de
estruturas colinérgicas no cérebro humano & fundamental, pois o
envolvimento de sistemas colinérgicos tem sido sugerido em
inGmeras doencas: Coreia de Huntington (Bird et al, 1974); Doenca

de Alzheimer (Rossor et alii, 1982; Bartus et alii, 1982; White-



house et alii, 1982; McGeer et alii, 1984; Tune et alii, 198s5;
Fishman et alii, 1986) ; Esclerose lateral amiotréfica (Nagata et
alii, 1982); Doenca de Parkinson (Whitehouse et alii, 1983;
Huberg et alii, 1986); Distonia de torcao (Fahn, 1983) ; sindrome
de Guillain-Barré (Guibaud et alii, 1982) e algumas doencas
psiquicas (Pope et alii, 1952).

As técnicas histoquimicas detectam um determinado elemento da
rota metabdlica da sintese do Nt ou a enzima que o degrada. Elas
revelam indiretamente qual o Nt que participa naquela determinada
via anatdmica. 0 mapeamento feito com o préprio Nt é impraticavel
porque sua existéncia na fenda sinaptica é necessariamente de
curta duracio, obedecendo as caracteristicas da transmissio
f€rvosa. Por outro lado, estes Nts sdo instiveis no tecido
cerebral pOs-mortem, sendo impossivel medi-los de maneira
confidvel. As enzimas que os degradam sofrem mudancas muito
bPéquenas nas primeiras 24 horas poOs-mortem (Nagata et alii,
1982), como é o caso da acetilcolinesterase (AChE) , tornando mais
facil a utilizacdo de técnicas que revelam a atividade
enzimatica.

No SNC a AChE era usada como indicadora de via colinérgica
. Pois & a enzima essencial para a degradacdao da ACh. Por este
motivo foi considerada durante anos como sendo uma excelente
‘indicadora de sinapses colinérgicas. Evidéncias foram sendo
acumuladas de que esta enzima possui outras funcdoes e sua
. Presenca em neurdnios que nio possuem ACh (Gwyn et al, 1971;
éChubb, 1984) fez com que fosse abandonada como marcador de via
‘colinérgica. 0 que njo pode desprezado, no entanto, & que nas
‘células colinérgicas inevitavelmente existe AChE (Chubb, 1984).

Um outro marcador passou a ser usado em métodos



imunohistoquimicos, a colina acetil transferase (ChAt), enzima
responsavel pela sintese da ACh, sendo atualmente o marcador mais
confiavel para a deteccdo de vias colinérgicas. Com o advento
desta nova técnica ficou evidente a discrepancia existente em
determinados locais do SNC, onde a presenca da AChE e da ChAt nio
€ concomitante: substancia negra, cerebelo, globo pilido e
hipotalamo (Greenfield, 1984).

Também existe localizac3o concomitante da AChE com Nts sobre
©S quais aparentemente ela nio tem acao, por exemplo: na
Substancia negra esti junto a dopamina; no locus coeruleus est3
junto 3 noradrenalina; no nucleo caudado junto a somatostatina e
GABA (Greenfield, 1984).

A despeito do escrito acima , Silver (1967) e Lewis et alii
(1964) , encontraram paralelismo entre a AChE e a ChAt no
hipocampo e fimbria do rato.

O Gnico critério realmente confiavel para que se possa afirmar
que um neurdnio é colinéregico, é a presenca de ACh livre e em
vesiculas na terminal de seu axonio e, que este Nt seja liberado
na fenda sindptica por ocasido do estimulo, provocando um
Potencial de ac¢3o na célula segquinte. A simples presenca de ChAt
nao indica que uma determinada rota seja colinérgica. A
Permanéncia de uma maquinaria de sintese nio & prova irrefutavel
de que ela esteja funcionando pois a evolucdo ontogenética pode
ter determinado sua parada. A mudanca de concentracao desta
enzima em diferentes partes do cérebro de diferentes espécies
Sugere que, por um processo evolutivo, houve uma mudanca na
importancia relativa dos mecanismos colinérgicos. Por outro lado,
também ndo ha evidéncias de que uma estrutura uma vez colinérgica

venha se tornar ndo colinérgica com a evolucao (Silver, 1967)



No que se refere a atividade da AChE, ela pode ser detectada,
por técnica histoquimica, no tubo neural, no periodo de
fechamento do mesmo, desaparecendo apos até que haja
diferenciacio neuronal, quando ent3o esta atividade retorna
(Chubb, 1984).

Koelle chegou a especular se a presenca da AChE em neurdnios
ndo colinérgicos nio seria "vestigio, no sentido ontogenético, do
resultado de diferenciacao incompleta durante o curso do
desenvolvimento embrioldgico".

Um outro ponto importante a ser considerado & que a AChE nao
esta presente indiscriminadamente em todos os neurdnios do SNC,
havendo nitido predominio desta enzima em células motoras. A
utilizagdo desta técnica para mapeamento de estrutura anatdmicas

do SNC é adequado.
COLINESTERASES NO SNC

No SNC podem ser encontrados dois tipos principais de

esterases:

1 - Acetilcolinesterase (E.C. 3.1.1.7), também chamada de
especifica, verdadeira, aceto-, ChE I, eritrocito- ou E-
colinesterase. Estes nomes referem-se a hidrolase da

acetilcolina.

2 - Pseudocolinesterase (E.C. 3.1.1.8), também chamada de nio
especifica, butirilcolinesterase (BuChE), ChE II, sero-, s-
Colinesterase, termos estes que se referem a acilcolina
acilhidrolase.

No presente trabalho utilizaremos os termos

Acetilcolinesterase (AChE) quando estivermos nos referindo &



hidrolase da acetilcolina e Butirilcolinesterase (BuChE) quando

estivermos citando a acilhidrolase da acilcolina.

ACETILCOLINESTERASE

A AChE & uma glicoproteina grande com cerca de 15% de carbohi-
dratos. A sequéncia de aminoacidos da fracio proteica ainda nao
estd completamente estabelecida. A base da enzima é um mondmero
globular com peso molecular de aproximadamente 80.000 daltons.
Este mondmero pode formar dimeros através de uma ligacao
dissulfidica simples e os dimeros formam tetrameros provavelmente
pPor influéncia de forcas de Van de Waal. O tetramero pode, por
uma ligacao dissulfidica, se unir a "caudas" que sdo visiveis a
microscopia eletrdnica. Estas "caudas" lembram imunologicamente o
colageno e quimicamente sdo suscetiveis de serem digeridas pela
Ccolagenase (Brimijoin, 1983).

As formas globulares sao denominadas pela letra G seguida de
um  indice numérico 1, 2 e 4 equivalendo respectivamente ao
mondmero, dimero e tetradmero. As formas ligadas a uma "cauda"
colagena s3o ditas assimétricas sendo denominadas pela letra A
seguida dos indices numéricos 4, 8 e 12, designando
respectivamente o tetramero caudado, tetramero caudado duplo e
tetramero caudado triplo. Esta terminologia foi proposta por Bon
et al em 1976 .As seis formas possiveis de AChE podem ser vistas
na figura 1.

No homem o coeficiente de sedimentacdao das seis formas é o se-
guinte: Gl - 3.5; G2 - 6.0; G4 - 11,0; A4 - 9.5; A8 - 13.3 e
Al2 - 16.7 (Brimijoin, 1983).

Embora estas formas tenham sido descritas no Electrophorus,
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elas parecem ser aplicaveis & AChE de todos os tecidos e espécies
estudados, incluindo a enzima de mamiferos (Vigny et alii, 1979).

A distribuicao celular das diferentes formas no sistema
nervoso € variavel com a espécie. Nos mamiferos a forma G4 é de
80 a 90% e 10 a 20% corresponde a Gl. Genari et al (1985),
trabalhando com o nacleo caudado humano, encontraram apenas as
formas G1 e G4, com predominio da Gltima. Fishman et alii (1986)
éncontraram a forma G2 em trés pacientes com doenca de Alzheimer
€ em trés dos controles. Para eles a forma G4 seria a que
sofreria transporte somatéfugo e teria localizagdo estritamente
Pré-siniptica.

No rato existem areas de excecdo: cérebro, cerebelo e tronco.
No cérebro e cerebelo, sdo encontradas na mesma proporcao as
formas G1 e G2 e no tronco predomina a G2. Nos nervos motores do
rato e do homem s3o encontradas quantidades pequenas da forma
assimétrica Al2. As formas Gl e G2 s3o quase exclusivamente
intracelulares e a forma G4 é virtualmente toda ligada a membrana

extracelularmente.

LOCALIZACAO INTRACELULAR DA AChE

A enzima estd localizada no reticulo endoplasmatico rugoso
(Kreutzberg et alii, 1975; Gwyn et al, 1971; Chubb, 1984; Torack
et al, 1962), tanto nas células colinérgicas como nas nio
Colinérgicas. Nestas Gltimas & indiferente se o Nt & conhecido ou

ndo, mesmo nas células secretoras de polipeptideos (Chubb, 1984).

A enzima também pode ser observada no aparelho de Golgi, nas



porcdes tubulares e vesiculares (Kreutzberg et alii, 1975;
Chubb, 1984; Gwyn et al, 1971) . Ocasionalmente & observada
atividade colinesterasica em partes das cisternas peri-nucleares.

Nos dendritos, a atividade é demonstrada principalmente nas
estruturas tubulares e vesiculares do reticulo endoplasmatico
liso (REL) e nas cisternas da sub-superficie. Quando o reticulo
endoplasmatico rugoso (RER) estd presente nas prolongacgoes
dendriticas, a atividade também & observada aji (corpos de Nissl).

A presenga de AChE nos dendritos guarda aparentemente uma
relagao 1linear com a atividade de membrana, isto &€, uma baixa
atividade enzimitica na cisterna da sub-superficie corresponde a
Uma alta atividade na membrana. Isto foi considerado por
Kreutzberg et alii (1975) como sendo devido i liberacao da enzima
nestes locais da célula. O plasmalema dos dendritos mostra
aumento da atividade colinesterasica, principalmente nos locais
POs-sindpticos, embora esta atividade também exista nos locais
Cobertos por processos astrociticos.

No cobaio, por ocasido da cromatdlise de motoneurdnio, a
atividade enzimatica pode permanecer inalterada ou aumentar, mas
cai dramaticamente no neuropilo, pois ha uma diminuicdo da
atividade dendritica e de membrana. Parece haver um "vazamento"
de acetilcolinesterase ou entdo a membrana perde a capacidade de
fixar a enzima, sendo entdo liberada para o espago extracelular,
indo se acumular na membrana basal dos capilares (Kreutzberg et
alii, 197s5).

Nos axdnios a presenca de AChE é notavelmente reduzida quando
Comparada aos dendritos, sendo detectada no axolema das fibras
mielinicas e muito raramente nas amielinicas. No axoplasma ela

esta localizada em particulas que sdo identificadas como sendo



pertencentes ao REL (Kreutzberg et alii, 1975; Chubb, 1984).

A AChE foi a primeira proteina especifica que se soube sofrer
transporte axonal rapido bidirecional (Lubinska et al, 1971;
Brimijoin, 1983). Os primeiros observaram que 10.5 unidades da
atividade total da AChE sdo acumuladas no cabo distal de um
axonio cortado ou ligado e 4.5 unidades no proximal. Concluiram
que 10.5% da AChE si3o carreadas para a extremidade do nervo na
velocidade de 260 mm/dia e 4.5 % retornam na velocidade de 134
mm/dia. Posteriormente observou-se que a AChE também é
transportada pelo fluxo axonal lento. No nicleo do nervo facial
do rato a atividade enzimatica desaparece no cabo distal do nervo
cortado, sugerindo que a unica fonte da enzima é o COorpo neuronal
(Kreutzberg et alii, 1975).

Utilizando um inibidor irreversivel da AChE, o
diisopropilfluorofosfato (DFP) , Kreutzberg et alii (1975)
demonstraram, em modelo animal, que a enzima sintetizada "de
novo", apds a administracio do DFP, € detectada inicialmente nas
Cisternas dos corpos de Nissl (RER) e cisternas perinucleares;
esta daltima localizacdo ndo é observada nos motoneurdonios de
animais nio tratados. Entre 6 e 18 horas apos a injecdo do DFP, a
AChE reaparece nos dendritos.

Segundo Brimijoin (1983), a meia-vida da forma Gl é de 6
horas, a das demais seria maior.

O uso do DFP e a observacdo de células normais sugerem que
haja Compartimentalizagdo da AChE no REL dos dendritos e axonios.
Isto concorda com o conceito geral de que o REL esti relacionado
40 transporte e maturacio dos constituintes da membrana. A AChE é
uma enzima de membrana (Chubb et al, 1982), agindo principalmente

Na superficie externa dos envelopes dendriticos, axonais e do
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soma celular (Kreutzberg et alii, 1975), podendo também ser
Secretada pela célula (Kreutzberg, 1975; Chubb et al,1982;
Brimijoin, 1983).

Augustinsson, 1948 demonstrou a existéncia de AChE e BuChE no
SOro e mais tarde (1963) o mesmo autor demonstrou a existéncia de
AChE no liquido cefalorraquidiano, fato que sugeria ter havido
Secre¢ao  por parte do nervo ou sistema nervoso central.
Kreutzberg et alii (1975) demonstraram a existéncia da AChE no
€spaco extracelular do tecido nervoso periférico. Sabe-se também
due esta enzima pode ser incorporada a superficie da membrana.

A enzima ligada a& membrana difere qualitativamente da enzima
Secretada pela célula, como ficou evidente em experimentos
histoquimicos. A enzima secretada €& facilmente solivel em meios
4quosos, o que lhe conferiu a denominacio de AChE solavel ou
AChE-s (Chubb et al, 1982).

As enzimas observadas na secrecao sao as formas globulares, em
especial a Gl e G2, sugerindo que antes ou no momento da
liberacio as formas anteriores s3o transformadas em G4. A
liberacio das formas assimétricas nd3o foi ainda provada, embora
Se saiba que estas formas sio pPrincipalmente externas e devem ser
Portanto secretadas. £ improvavel que as formas assimétricas
recebam suas "caudas" colagenas apds a secrecdo em uma reacio
catalizada por exoenzima pois a forma Al2 ja foi detectada
intracelularmente.

Uma hipdtese plausivel para a sintese e interconversdo das
diferentes formas de AChEs nos é fornecida por Brimijoin (1983),
figura 2.

Nesta hipdtese, a forma Gl é o produto inicial e as outras
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Fig.2 - Uma célula estd mostrada diagramaticamente com o reticulo endo-
Plasmatico liso em contato com a superficie da membrana. As enzimas es-
t3o denominadas de acordo com a figura 1, com as setas indicando a se-
Quéncia de passos em que as diferentes formas sio geradas. A letra H re
Presenta uma cadeia peptlidica hidrofdbica, que seria perdida quando a
forma tetramérica fosse secretada para o interior da vesicula do REL
sendo secretada pela célula por exocitose. A sintese das formas assima-
tricas ocorre no citoplasma pela adigdo de tetrimeros nio hidrofobos a
uma "cauda" semelhante ao colageno (representada pela letra C). As for-
Mas A4 e A8 estao inscritas em circulos péquenos para refletir sua ocor
réncia em passos intermediarios. A _AChE Al2 da membrana basal & mostra-
da como derivando do interior da célula por secregao. A degradacgdo ex-
tracelular da AChE provocaria o surgimento de tragos de A4 e A8, bem co
MO do tetrdmero hidrdfobo que escapa da limina basal para os fluidos ex
tracelulares. (Segundo Brimijoin, 1983).
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formas s3o derivadas dela. A forma G4 esti subdividida nag formas
Secretada (externalizada imediatamente apds a conversao) e na
ligada 3 membrana (com um tempo de permanéncia prolongado na
superficie). Da forma G4 surge uma assimétrica incipiente (a4)
convertida pela insercdo da "cauda" colagendide. As formas A4 e
A8 sao intermediarias, existindo em quantidades apreciiveis
Somente quando a producdo ou a degradacdo da AChE Al12 & rapida.
Esta hipétese nio explica muito bem os achados intracelulares da
forma a12. a forma assimétrica estj pouco presente em tecidos de
mamiferos; nestes predomina a forma globular, Principalmente a

forma G4 (Vigny et alii, 1979).

CONSIDERACOES FILOGENETICAS E ONTOGENETICAS

Nas classes superiores, a AChE nao obedece a um padrao
filogenético definido para que se possa mostrar uma
caracteristica evolutiva, embora a concentracido da enzima seja
particularmente elevada no sistema nervoso de alguns

invertebrados.

Do ponto de vista ontogenético dois aspectos sdo de interesse:

Presente antes que seja detectada qualquer atividade do sistema
nervoso. A concentracdo de AChE em qualquer estagio do desenvol-
vimento excede aquela encontrada no adulto. Rieger et al (1976),

demonstraram que a AChE Gl € a primeira forma a aparecer no cé-
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rebro de fetos de ratos e chega aos niveis encontrados no adulto
por ocasiao do nascimento, enquanto que a forma G4 aparece pos-
teriormente aumenta lentamente até a idade adulta do animal.

2 - As células que mostram atividade colinesterdsica durante o
desenvolvimento podem vir a perdée-la na idade adulta. O exemplo
mais notavel sdo as células de Purkinje do cerebelo do rato. Nas
trés primeiras semanas mostram atividade colinesterisica e
posteriormente a perdem (Silver, 1967).

Estas considerag¢Oes nos levam a pensar que a presenca de AChE
possa representar, de alguma maneira, uma falta de amadurecimento
cerebral. Por outro lado isto pode significar que a proprogao de

células com AChE ficou reduzida pelo desenvolvimento subsequente

de células sem AChE.

PAPEL FISIOLOGICO DA ACETILCOLINESTERASE

Parece nao restar divida de que a AChE é a enzima que degrada
a acetilcolina em acetato e colina (Dunant et al, 1985). . Nos
ultimos anos, vem sendo coletados dados onde a AChE desempenha
outras fung¢des cataliticas ou ndao (Greenfield, 1984; Gwyn et al,
1971; Chubb, 1982; Greenfield, 1984). 1In vitro tem a capacidade
de hidrolisar a substancia P (Chubb et alii, 1980; Chubb ,

Chubb et alii (1980) advogavam ser necessario, para que a AChE
fosse proteolitica, que houvesse uma intima relagdo anatdmica
entre as localizacdes da substancia P e a enzima e que esta fosse
extracelular, para que a substancia P fosse facilmente
hidrolisada. No ano seguinte, Graybiel et alii demonstraram, no

gato, que as interacoes farmacoldgicas no ~ striatum sao
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compartimentalizadas, existindo um mosaico de estriossomas
(campos circunscritos medindo cerca de 0.5mm, detectados histo-
quimicamente). Neste mosaico pode-se observar uma alternancia de
estriossomas que contem AChE com outros que contem substancia P e
as enoefalinas.

Em 1983, Chubb et alii demonstraram que in vitro a AChE age
como peptidase na hidrdlise das encefalinas (met- e leu-encefa-
linas), bem como em outros peptideos.

Greenfield et alii (1981) demonstraram em coelhos que a micro-
injecdo de AChE na vizinhanca das céelulas da Pars compacta da
substancia negra ‘tem um efeito depressor da frequéncia de
descarga destes neurdnios. Estas células sio dopaminérgicas e
contem uma substancial quantidade de AChE; como a substdncia P &
abundante ai, se acredita que ela tenha acdo excitatéria. O
efeito depressor da AChE talvez se deva a hidr6lise da substincia
P. Por outro lado tanto a ACh como a substdncia P nio modificam a
liberacdo da AChE na substancia negra (Greenfield et alii, 1981;
Chubb et al, 1982). Uma outra possibilidade &€ a de uma acao

reguladora da AChE sobre as células que contem dopamina (Genhari

et al, 1985).
BUTIRILCOLINESTERASE

A BuChE estd presente em uma grande variedade de tecidos e
células,incluindo a neuroglia e o endotélio dos vasos sanguineos
cerebrais mas em nenhum destes locais sua funcao esta definida
(silver, 1967).

Ela pode ser encontrada nas mesmas células que contem AChE e

como esta ter as formas globulares e assimétricas. Existem
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evidéncias de diferencgas estruturais entre as duas, demonstradas
pela imunohistoquimica. O mondmero da BuChE tem peso molecular de

85.000 daltons (Brimijoin, 1983).
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CONSIDERACOES SOBRE A TECNICA QUE DETECTA A ATIVIDADE AChE

As técnicas histoquimicas que detectam a AChE esbarram em
problemas nao sé inerentes a técnica mas também nos relacionados
as caractefisticas da enzima.

Butcher,1983 estabeleceu 3 critérios para que um método
histoquimico se torne ideal:

1 - o método deve demonstrar seletivamente a enzima;

2 - nao deve haver translocacdo da enzima ou do produto final da
reacao durante o processamento do tecido,isto &€, a atividade
colinesterasica detectada pela técnica deve corresponder
exatamente a sua distribuicdo in vivo ;
3 = o local sede da enzima no tecido n3o deve ser afetado pela
manipulacdao do mesmo.

Os métodos histoquimicos caem em 2 categorias gerais: a de
procedimentos que ndo necessitam que a enzima esteja ativa e
aquela que dela necessitam.

Dos que necessitam, existem basicamente duas técnicas:

a - Técnica que utiliza o substrato sob a forma de peliéula
que & posta em contato com o tecido seccionado, por exemplo,
método das proteinases, ribonuclease, deoxiribonuclease e
amilase.

b - Técnica que utiliza o substrato dissolvido.

A técnica que utiliza o substrato dissolvido também contém no
meio de incubacdo todos os outros produtos necessarios para
catalizar a reacdo, que sob condig¢des adequadas de concentracgao
do reagente e do substrato, pH, duracao da incubacao, resulta na

formacao de produtos.

E necessario que ao menos um destes produtos, chamado produto
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primario da reacdo (PPR), deva se tornar insolavel se j§ ndo o &.
Como & frequentemente solivel no meio de incubagido, a técnica
prevé a inclusio de agentes de captura.Estes s3o substancias
quimicas de baixo peso molecular que penetram no tecido e reagem
com © PPR formando o produto secundirio da reacao (PSP) que
eventualmente serd o Gltimo, que & um precipitado nio difusivel.
Todos estes passos devem ocorrer no local onde a enzima existe no
tecido vivo.

Os fatores de erro desta técnica se devem a possibilidade de
difusdo da enzima ou de um dos produtos da reagdo no meio de
incubacgao. Também a formacdo de depdsitos espureos nao
decorrentes da acgio enzimatica provocando o surgimento de falsos
Positivos (acdo de outras enzimas sobre os componentes do meio de
incubagido e reagoes ndo enzimaticas entre os constituintes do
meio ou entre estes e substancias tissulares ni3o envolvidas no
processo catalitico normal).

A ACh pode ser hidrolisada tanto pela AChE como pela BuChE nos
tecidos que as contenham .Para contornar este problema, sao
usados substratos ditos especificos que sdao hidrolisados mais
lentamente que a ACh (Silver, 1967): a acetil-beta-metilcolina
(MeCh) para medir a AChE e a butirilcolina (BuCh) ou
Benzoilcolina (BzCh) para medir a BuChE. As técnicas usadas
correntemente sdo as que utilizam como substrato os tioésteres da
colina, que embora ndo sendo absolutamente especificos, sio
hidrolisados mais rapidamente que a ACh. A especificidade do
método pode ser melhorada pela combinacao de substratos
tioésteres e inibidores da AChE e BuChE, como o)
Diisopropilfluorfosfato (DFP) e a eserina. As esterases nao

especificas tem grande resisténcia a inibicio por estas
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substancias.

Os fatores que influem na difusdo do PPR sdo: o tempo, a
temperatura e o pH do meio de incubacao. O periodo de incubacao
deve ser curto, a temperatura, a ambiente,e o pH,levemente acido.
Também importante ,para impedir a difusido,é a fixacdo do material
em formalina.Taxi (1952), e os dados de Fukuda & Koelle, Hardwich
& Palmer e Robinson (segundo Butcher, 1983) mostram que a
atividade da colinesterase & reduzida de 30 a 45% apds a 24 horas
de exposicao de tecidos de mamiferos e n3o mamiferos ao
formaldeido a 4%. Austin e Phillis (1965) demonstraram que 70 a
80% da atividade original da colinesterase cerebelar de rato esta
presente apos um periodo de fixacdao de 4 a 6 horas e Schneider et
alii (1984) demonstraram a presenca da atividade da enzima, sem
modificagdo da mesma até 8 horas pos mortem em cérebro de rato
submetido apds este periodo a fixacao em formol de Holt por 12 a
24 horas a 4 C.Moore et al (1958) demonstraram atividade AChE, na
jun¢do mioneural intercostal,157 dias apos o material ser mantido
sob refrigeracdo (4 - 6 C) sem fixacdo e gquando o muasculo
intercostal foi mantido & temperatura ambiente , a atividade foi
detectada somente por 3 dias. Isto nos mostra que esta enzima nao
€ tao 1labil.

Devido a multiplicidade de fatores que influem na intensidade
da reacao corante, nado & aconselhavel interpretar
quantitativamente os resultados histoquimicos, embora nao devam
ser desprezadas as diferentes intensidades de coloracao em
estruturas de um mesmo corte, submetidas a mesma técnica
histoquimica pois as variaveis a que estiveram submetidas foram
as mesmas.

O primeiro método descrito foi o de Gomori, 1948 que utilizou
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como substrato da AChE ésteres acido-graxos da colina de cadeia
longa (Silver, 1967; Pearse, 1972). Baseava-se no fato dos ions
Cat++, Mg++ e Mn++ ativarem in vitro as colinesterases. Na
hidrdlise, o Aacido graxo livre combina-se com o cobalto ocasio-
nando um precipitado branco, gque ao ser tratado pelo sulfeto de
amdnio, torna-se visivel. £ um método muito inespecifico pois o
substrato também & hidrolizado por esterases inespecificas. Esta
técnica, no entanto, parece ser confiavel se usada com material
fresco e quando o objetivo sdo as colinesterases em geral
(Pearse, 1972). Butcher, 1983 aponta ainda como desvantagem desta
técnica a pouca confiabilidade na deteccao da AChE em tecidos
periféricos. Em homogeinados de cérebro de rato a hidrdlise dos
ésteres de acido graxo é muito pequena, fato ja reconhecido por
Gomori.

Koelle e Friedenwald em 1949,1950 e 1951 desenvolveram uma
técnica cujos substratos sdo os tioésteres da colina, a acetil-
tiocolina (AcThCh) e butiriltiocolina (BuThCh), para métodos que
investigam respectivamente a AChE e BuChE. Com estes substratos
temos wuma velocidade de hidrélise maior que a da ACh devido a
ligacao -C-S- ser mais fraca que a -C-0O- da acetilcolina.

A técnica original utilizava cortes fixados em acetona gelada
€ dupla inclusd3o em celoidina e parafina, incubados em um meio
contendo AcThCh + sulfato de cobre 2 mM + Glicina 8mM ao pH 8.06
por 10 a 60 minutos. A tiocolina liberada na hidrélise reage com
© sal de cobre resultando um produto relativamente insolavel -
cobre tiocolina. A glicina é o agente quelante que minimiza o
efeito inibidor dos ions de metal pesado sobre a ChE; o cobre,
sendo o agente de captura , ao formar o tiocolinato de cobre,

atenua a difusdo do produto da reacdo e facilita a precipitacdo .



20

O meio de incubacao é saturado com cobre tiocolina antes dos

cortes serem incubados. Este passo & critico no método original
bem como nas modificagOes que sofreu pois praticamente suprime a
difusdo do produto final da reacdo aumentando a precisao de
localizagdo histoldgica.Os cortes apds o periodo de incubacao sao
lavados e tratados com sulfeto amarelo de amonio para converter
o tiocolinato de cobre em um depdsito amorfo de sulfeto de cobre

que é visivel, adotando a cor marrom escura a preta.
Modificacdes da Técnica da Tiocolina

As principais modificacdes do método original referem-se a
alteracdo do pH para uma faixa entre 5.3 a 5.6 wusando tampao
acetato (Couteaux, 1951) com isto reduzindo a difusdao do PPR.
Koelle introduziu alteragdes na técnica original mostradas no
tabela 1.

A possibilidade de que os cristais de tiocolinato de cobre
pudessem ser dissolvidos por ocasido do tratamento com o sulfeto
amarelo de amdnio formando uma substancia amorfa visivel e  com
isto viessem a ter uma localizacdao diversa da do estagio
anterior, trouxe outras modificacOes ao método.

A observacao direta do PPR atravées da microscopia de contraste
de fase foi pouco utilizada apesar da critica citada acima pois
houve um exagero na interpretacido dos perigos da redistribuicao.

Henderson, 1967 introduziu a intensificacao do PPR pela prata
o que reduziu o tempo de incubacao para 1/3, diminuindo o grau de
erro causado pela cristalizagao.

Inimeras tentativas foram feitas para substituir o ion cobre

por outros metais (Ag e Au), trazendo a vantagem da utilizacao da



Var iavel

. Preparagio
do tecido

8. Meig de
incubago
{., substrato

2. Teampio
3, pH

4. Agente
quelante

9. Agente de
captura

é. Outros
agentes

7. Inibidores

C. Condigoes

de incubalo
f. Tewpo

2. Temperatura

0. Revelagdo

Autores e ano

Koelle e

triedenwald (1949)
Fixado em acetona
yelada; dupla in-
clusdo: celoidina

lodeto de Aclhlh,
4.0 nM, jodeto
precipitado com
CuS04

Nenhum

8.94

Glicina com KOH

tobre (sulfatop)

Tragos de tip-
linato de cobre

OFP en solugdo
salina a @,85%,
30 win,

2 - {6 horas

ac

Sulteto amarelo
de amdnio

Koelle  (1950)

Nao fixado ou con-
gclado

Iodeto de AcThCh ou
BulhCh, 4.9 o, io-
deto precipitado
com CusS04

Maleato

6.0

Glicina

Cobre (sulfato)

HaCl2, Na2504,
tracos de tiocoli~
nato de cobre

DFP

10 - 46 winutos

7@

Sulfeto amarelo
de andnio

Koelle e

Gromadzki (1946)
Fixado en formaldeido
2 4% a 4 C, sacarose
e maleato(pll 7.4)

lodeto de AcThCh ou
BulhCh, 4.9 e, iode-
to precipitado con
Aghu3

Haleato

AuNa3(5203)2

Fosfato de AuThCH

Eserina, BW284cSS,
DFP, Nu-6B3

1.5 - 180 winutos

fmbiente (22 C ?)

(NH4)2S acido-
alcool

Tabela § - Alterasdes introduzidas por Koelle na sua técnica original

(modificado de Butcher, 1983).
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técnica em microscopia eletrdnica.

O método da coloraclo direta da tiocolina introduzido por
Karnowsky e Roots (1964) baseado na reducdo in situ do
ferricianeto induzida pela tiocolina liberada na hidrélise da
ActhCh pela AChE com posterior formacio de ferrocianeto caprico,
trouxe como principal vantagem a possibilidade deste PPR ser
visivel & microscopia eletrdnica. Mais tarde, Eranko, (1967),
modificou este método, utilizando chumbo com tampdo tris-
acetato que produz um precipitado fino com alto grau de densidade
eletronica.

A utilizacdo de inibidores das colinesterases ,como o DFP e a
eserina, tornam a técnica mais especifica. O DFP em pequenas
concentragGes inativa as ChE, no entanto, em algumas espécies
deixa a AChE relativamente nao alterada. A eserina na
concentracao de 10 uM € um inibidor eficaz de todas as
colinesterases (Arvy, 1964; Pearse,1972). Os cortes controle sio
pré-incubados com eserina 10 uM por 1 hora, em tampao no pH 5.3 a
37 C antes de transferi-los para o meio contendo substrato.

Para fazer a distincdo entre as enzimas AChE e BuChE cortes
controle sdo incubados com substrato ButhCh. Esta distingdo ,no
entanto, pode ser feita usando um substrato inico associado a um
inibidor especifico (Pearse, 1972). Utilizando-nos  destes
recursos, tornamos a técnica muito especifica na deteccadao dos
locais onde ocorre a AChE.

Pearse (1972) fornece uma lista de inibidores das

colinesterases que s3o usados na histoquimica destas enzimas

(tabela 2):



ENZIMA
Todas

colinesterases

Acetil-
Ccolinesterase
Aceto-
Colinesterase
Colinesterase
especifica
Colinesterase

verdadeira

Pseudo-
Colinesterase
Propiono-
Colinesterase
Butiro-

colinesterase

Tabela 2

- Inibidores da

SUBSTRATO
alfa-naftilacetato
acetiltiocolina
O-acetilindoxil
miristoilcolina
alfa-naftilacetato
acetiltiocolina

O-acetilindoxil

Miristoil colina

Butiriltiocolina

Alfa-naftilacetato
Acetiltiocolina
Butiriltiocolina
Miristoilcolina

O-acetilindoxil

histoquimica.

colinesterases

INIBIGAO COMPLETA PELA
Eserina, 10 uM

Ro 3-0422, 0,01 uM
E 600, 0.1uM

DFP, 10 uM

DFP, 10 uM

Nu-683, 100uMm
Nu-1250, 0.01 uM
62C47, 10 uM
285C51, 100 uM
284C51, 50 uM
Mipafox, 5 uM

Ambenonium, 0.001 uM

Pobremente hidrolizada

Hidrolizada muito lenta-

mente

DFP, 0.1 uM
Nu-683, 0.01 uM
Nu-1250, 10 uM
Iso-OMPA, 1 uM
NaF, 15-25 uM

Etopropazina, 10 mM

utilizados

em
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HISTOQUIMICA APLICADA UTILIZANDO OS METODOS DE ESTERASES

Pearse, 1972 listou uma série de trabalhos, no campo das es-
terases, relacionados principalmente com o estudo da colineste-
rase e onde a técnica desenvolvida por Koelle e Friedenwald foi
a mais comumente utilizada.

No bulbo, existem alguns trabalhos feitos no homem € em ou -
tros mamiferos mas torna-se dificil realizar a comparagao dos
Mesmos visto as técnicas histoquimicas ndo se prestarem para es
tudos quantitativos. O que se pode observar nos mamiferos & que
as estruturas que sdo positivas as técnicas colinesterisicas
sdo praticamente as mesmas, restando davidas na area postrema
cuja positividade ni3o foi detectada na ovelha (Palmer, 1961).

Um outro aspecto no humano & que as estruturas AChE positi -
vas s6 sdo ChAt positivas quando forem motoras, via de regra
as sensitivas que sao AChE positivas sio ChAt negativas (Mizu -
kawa et al, 1986) tabela 3.

Uma comparacdo entre os achados de alguns trabalhos que uti-
lizaram as té&cnicas histoquimicas para ChE em diferentes mamife
feros, incluinco o homem, pode ser observada na tabela 4. Para
que fosse possivel a comparagao entre estes diferentes trabalhos
que utilizaram metodologia e técnica histoquimica diferentes en-
tre si, abandonamos os graus de positividade atribuidos pelos au

tores, tornando as estruturas apenas AChE positivas ou negativas

(tabela 4).



Area postrema
Nicleo reticular medial
Kicieo ambfguo
¥dcleo arqueado
Nicleo cuneiforme med:al
Nucleo cuneiforme acessoério
Ndcleo motor dorsai do nervo vago
Ndcleo graci
Nicleo obscuro da rafe
Nicleo intercalado
Nicleo do nervo h1poglosso
Complexo ol ivar
Oiiva principal
Oliva acesséria dorsa:
Oliva acesséria med:al
Ndcleo prepésito do nervo hipoglosso
Micleo gigantocelular
Nécleo reticular lateral
Nucleo retroambfquo
Nicleo espinal do nervo L.rigémeo
subnicleo zonal
subnucleo gelatinoso
gubnucleo magnocelular
Ndcleo supraespinal
Ndeleo do trato solitario

Nicleo vestibular lateral
Ndcleo vestihyjar mediai

Tabela 3 - Egtruturas bulbares humanas AChE+ e ChAt+ mapeadas
Karnowsky e Roots e pelo método imunohistoquimico
(modificado de Mizukawa et alli, 1986),

corpo

celular
++
++
++4
++
+
+
+++
++
+44+
++
+44

C 44
4+
++
+++

+++

+++
+

AChE+

dendritos
++

+
+++

+4+

++

4t

+H
+44

+++

44

++

-

ChAt+
rede de cé!lulas
fibras

+++ -
44 ++
+4++ 44
+ -
+ -
+++ +4
+ -
++4 +44
++ -
++ -
+++ +44
+4 ++4
++ +
++4 44+
+ -
++4 -

4 -
+++ ++4
++4 -

+ +
++ -

pela técnica da
respectivamente
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Giacomo, 1961, utilizando as técnicas de Gomori e Gerebetzoff,
encontrou no bulbo humano alta positividade de todos os nlcleos
sOmato e visceromotores, positi&idade neuronal dos nucleos
gracil, cuneiforme e do que chamou "sistema do VIII nervo". Uma
atividade variavel foi detectada na formacao reticular e moderada
atividade no complexo olivar inferior. No nicleo do trato espinal
do trigémeo nio encontrou positividade no soma neuronal, mas o
trato era fortemente positivo.

Ishii et al (1967), afirmaram que existe muita semelhanca de
distribuigdo da atividade colinérgica entre o cérebro humano e a
de outros mamiferos e no que se refere aos achados de atividade
da  AChE encontrado nos nUcleos cranianos os mesmos sao
superponiveis aos de outro autores que trabalharam com mamiferos
inferiores.

Cortes et al, 1984, wutilizando técnica autorradiografica,
mapearam o tronco encefdlico humano através da localizacao dos
receptores colinérgicos muscarinicos, fazendo as seguintes

constatagdes (tabela 5):



drea postrema

‘Nucleo reticular medial
Nit 1o amb iguo

Nicleo arqieddo

Nicleo cuneiforse

Nicleo wotor dorsal do nervo vago
Micleo graci)

Nicleo do nervo hipoglugse
0liva principal

Oliva acesséria dorsal
Dliva acesséria pedial
Nicleo gigantocelular

Nic leo reticular lateral
Micleo retroamhiguo

Nicleo do trato espinal do trigémeo

Submic leo wagnocelular
Subndcleo gelatinoso
Subniicleo zonal
Nic leo supraespinal
Niclea do tratg solitdrio
Nic leo vestibular medial
Nicleq vestitular inferior
Nicleg coclear dorsal

Nivel de receptores
miscar inicos pela
tecnica autorradio-
grafica

(23
++
tH

+++

++

+

++(parte interpolar) +44(parte caudal)

+
144
+

AChE
+4

P
+

44
+H
144
++H4

+t
H
++
44

1
e
++
+4

Tabela 5 - Comparag3o entre ns achados do nivel de receptores muscarinicas detectadns

pela tecnica autorradiografica e os de AChE no bulbo humano.
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OBJETIVO

O objetivo de nosso trabalho & mapear as estruturas nucleares
acetilcolinesterasicas positivas do bulbo humano, contribuindo
bPara a elaboracido de um mapa quimiocitoarquitetdnico e para a
Compreensdo da organizacdo funcional desta regido do tronco

encefalico humano.



2 - MATERIAL E METODO



MATERIAL E METODO

Vinte e cinco bulbos humanos foram obtidos com até 12 horas de
pOs-mortem (Schneider et alli, 1984), dos quais foram retiradas
as meninges e seccionados os vasos. Estas pecas foram divididas
em blocos cujos planos de secgao foram a decussagao motora,
decussacdo sensitiva, porgao caudal do complexo olivar inferior e
transigdo bulbo-pontina, sendo entao fixadas por imersio em
formol de Holt a 4 C por 16 a 24 horas.

A distribuigdao por sexo foi de 16 homens e 9 mulheres. Na
série dos homens a idade variou entre 23 e 61 anos com a média
de 41.8 e na das mulheres foi 23 a 54 anos com a média de 39.8.

Cada segmento foi seccionado em cortes na espessura de 50um
com microtomo de congelacao (Leitz), recolhidos em agua
destilada e apds colocados no meio de incubacdo de Koelle e
Friedenwald para ChE (AChE - E.C. 3.1.1.7 e BuChE - E.C.
3.1.1.8), usando como substrato o iodeto de acetiltiocolina e o
iodeto de butiriltiocolina (Sigma) durante 4 horas a 37 °C. A
atividade enzimatica foi revelada com solucdo de sulfeto de
amonio a 5% e os cortes montados em laminas com o meio de Kaiser
(gelatina - glicerina). Alguns cortes foram inibidos pelo sulfato
de eserina a 10-4 M(Pearse, 1972) e outros incubados sem
substrato.

Para reforgar a demonstracao da atividade AChE, utilizou-se em
alguns casos a impregnacdo com AgNO3 a 5% por 10 seg e apds
lavagem cuidadosa, os cortes foram passados em formol a 10%
(Henderson,1967) .

Alguns cortes Jja com a atividade enzimatica revelada foram

corados com a técnica do Luxol Fast.Blue (Kluver et Barrera,1953)
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Mmodificada. Cortes com a enzima revelada foram lavados em A&qua
destilada, submetidos a uma passagem rapida por alcool 96% e apds
Colocados na solugdo de Luxol Fast Blue a 0.1 % por 5 min. Apds
lova lavagem em &gua destilada, foram diferenciados em carbonato
de  1itio a 0.05% e alcool 70% rapidamente, sendo ent3io
Conservados em Aagua destilada até a montagem com o meio de
Kaiser. com este procedimento procurou-se visualizar os feixes
mielinicos.

As estruturas ChE positivas foram qualificadas em positivas
fortes, médias e fracas segundo a intensidade da reacdo. Os
COrpos neuronais foram medidos utilizando ocular micrométrica e o
tamanho referido é a média da mensuracido de 10 neurdnios por
nicleo de 6 casos diferentes.

A observacao dos cortes foi feita em microscopio
estereoscopico (Wild) onde foram diagnosticadas as areas
enzimaticas positivas e a observacio das estruturas positivas em

microscépio (Zeiss).



3 - RESULTADOS

UFRGS H 'Pa

FACULDADE DE MEDICINA
BIBLIOTECA _
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RESULTADOS

1 - Nﬁcleos de nervos cranianos:

Nacleo supraespinal (Ssp)

Nucleo do nervo hipoglosso (N.XII)

Nacleo ambiguo (Am)

NGcleo motor dorsal do nervo vago (D.mo.X)

Nicleo do trato solitario (Sol)

Nicleo caudal do trato espinal do trigémeo (Ssp.V.c)
.6.1 - Subnicleo gelatinoso (gl)

.6.2 - Subnucleo magnocelular (mc)

.6.3 - Bubnlcleo zonal (z)

Nicleo interpolar do trato espinal do ﬁrigémeo (Sp.v.1i)
Nicleo oral do trato espinal do trigémeo (Sp.V.o)
Nicleo vestibular medial (VIII.m)

Nicleo vestibular inferior (VIII.i)

Nacleo coclear dorsal (Co.d)

NOcleo coclear ventral (Co.v)

2 - Nicleos suprasegmentares

- Nucleo retroambiguo (Ram)

- NaGcleo gracil (Gr)

Nicleo cuneiforme medial (Cu.m)

Complexo olivar inferior

2.4.1 - Oliva principal (Ol.p)



2.

2.

2.5 -

4.2 - Oliva acessdria medial (Ol.a.m)

4.3 - Oliva acessodria dorsal (Ol.a.d)

Nicleo arqueado (Arq)

Nicleo reticular lateral  (Re.l)

Nicleo reticular medial (Re.m)

Area postrema (Ar.pt)

NGcleo cuneiforme acessdrio ou lateral (Cu.l)
Nacleo intercalado (Ic)

Nicleo gigantocelular (Gc)

Nicleo obscuro da rafe (Ra.Ob)

Nicleo prepdsito do nervo hipoglosso (Prp)
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Todos os cortes inibidos pela eserina e os incubados com

a ButhCh nao mostraram atividade enzimatica.



SOMA  DENDRITOS AXGNID  NEUROPILO TAMANHO DO

SO%A
NOCLEDS DE NERVOS CRANIANOS
Macleo supraespinal (Sep) e H * + 38 um
Micieo do nervo hipoglosso (N.XI1) /b L4 /44t 52 um
Nucleo ambiguo (Am) M + +(Ag) + 57 um
Ricleo motor dorsal do nervo vego (D.mo.X) it ++ - ++ 40 um

Micleo do trato solitério (Sol) i +HAg) - \AAd 24 un
Ricleo caudal do trato espinal do trigéseo (5p.V.c)

Subnucleo gelatsnoso (g!) R i e 23:u8
Subnicleo magnocelular twe) e ! ! i " 24 un
Subnicleo zona) (z) ** * ] i 24 un
Ucleo interpolar do trato espinal do trigémeo (Sp.V.i)  ++ +hg) ) ) %
Nicieo oral do trato espins! do trigieeo (8p.V.0) Hhgh - i - *x
Uc1eo vestibular medsal (¥111.9) HA ¥ - = 34 e
Ucleo vestibular infertor (VII1.i) : * ¥ ) ¢ 35 um
Ucleo coclear dorsal (Co.c) * i o i 27 un
Weleo coclear ventral (Co.v) ot i i ) 27 s
NSCLEOS SUPRASEGNENTARES
Mucle +4/444 + + - 48 un
HaglmEgem WM Lon o ga
“:f:o cuneiforse medial (Cu.m) * i 2 ) 10w
exo
Oitvs promer: Inferior " Hhg - * 26 ua
Oiiva acessoria medial (0l.s.w) , * ) ) ** 21 un
f1va acessoria dorsal (01.2.d) o - N ’ 36 un
Ucleo 3rqueado (Arq) " : - a0 27 v
Ueleo reticular laters) (Re.!) 0 * B * 40 us
Ucleo reticular medial (Re.m) AL * - +(hg) €2 uw
fres nogtrens (Ar.pt) ; . o X o
Ucleo cunesforme lateral (Cu.l) * i i T 30 us
“z::z Intercalado (lc) :i? ;... - R ¢ gﬁ ::
gigantocelular (Gc) - pe .
Nucleo obscuro da rafe (Ra.Ob) ~::f+ :/*f . e ‘gg::: ik

Ucleo prepssito do nervo hipoglosso (Prp)

Tah.}. b~ E‘trutura. nuclesres do bulbo humano cos stividade acetilco! fnesterdsica pOS“J?‘-

‘ tividade
+f de: ++ pédla atividade; +++ forte a
tAg;“f’v::;::?:agés gomente quando se utllizou a intensificag¥o pela prata
Xx  pensuraclo impossfve! devido d fraqufssima atividade do soma neurona),

n3o permitindo eetabelecer os limites da célula,
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1.1 - Nicleo supraespinal (Ssp).

Este nlcleo representa o prolongamento bulbar das células da
ponta do corno anterior, séparada da substancia cinzenta central
pelas fibras piramidais que est3o decussando. D3 origem as fibras
eferentes do primeiro nervo cervical e se continua acima com as
células que formam o niicleo do nervo hipoglosso. A medida em que
ascende, este nicleo diminui rapidamente de tamanho. |

Olszewski et al, 1954, wutilizando a técnica de Nissl,
mostraram que este nicleo é formado por células estreladas,
entre as quais podem ser observadas células estreladas menores
fracamente coradas.

Com a técnica da AChE o niicleo tem baixa celularidade
positiva, e €& formado por células estreladas com forte
atividade enzimitica no soma neuronal, média atividade nos
dendritos ramificados e fraca nos axdnios. O neuropilo tem ativi-
dade enzimatica acentuada. As células medem no seu maior didmetro

38 um (fig. 7)

.

1.2 - Nicleo do nervo hipoglosso (N.XII)

Inicia caudal ao polo caudal do complexo olivar inferior é se
extende até o nicleo preposito do nervo hipoglosso. Tem a forma
de um charuto afilado no polo caudal. Mede 8 a 10 mm (Olszewski &
Baxter, 1954), embora outros autores ' lhe tenham atribuido
extensdo maior. |

No polo caudal o niacleo esta ventrolateral ao canal central,

ventromedial ao nlicleo motor dorsal do vago,dorsal e dorsolateral
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ao fasciculo longitudinal medial. cCaudal ao obex surgem pequenas
células que formardo o nicleo intercalado, localizadas na regiio
dorsolateral e 1lateral do N.XIT, separando-b do . nlGcleo motor
dorsal do vago. Na altura da abertura do IV ventriculo o nicleo
se associa ventromedialmente aos nicleos perihipoglossais.

E formado por células estreladas, semelhantes 3s do corno
anterior da medula. Olszewski individualiza neste nﬁcleo 3 grupos
celulares distintos onde existe um padrao de localizacdo. Para
Brodal(1984), existiriam diversos grupos celulares distintos, que
individualmente supririam os diferentes misculos da lingua.

Com a técnica da AChE podem ser observados neurdnios
estrelados com atividade enzimatica de média para forte no soma
e étividade fraca nos ax0nios e dendritos. Estes dltimos sio
ramificados. O neuropilo mostra atividade enzimatica de média pa-
ra forte. £ um ndGcleo com celularidade positiva média e estas cé-

lulas medem cerca de 52 um (fig. 8 e 11).

1.3 - Nicleo ambiguo (Am)

E uma coluna delgada de células que vai desde o polo caudal do
complexo olivar inferior até o polo caudal do niicleo do ‘nervo
facial, percorrendo uma distincia de lémm. A porg¢ao caudal esti
entre as células da parte lateral do niicleo reticular medial,
ventromedial ao trato espinal do trigémeo. Nas porgdes altas do
bulbo o niicleo migra dorsalmente. A extremidade oral do niicleo
estd entre as células do nicleo parvocelular, lateral ao niicleo
gigantocelular e medial ao niéicleo oral do trato espinal do

trigémeo.



A porcdo caudal é formada por grupos pequenos de células
dispostas irregularmente, espalhadas entre as células do nicleo
reticular medial. Em cortes transversais pode~se ver tanto
células agrupadas quanto 1 ou 2 neurdnios isolados. A porgao oral
é formada por maior niémero de neurdnios (10 a 15), arranjados
mais compactamente.

A citoarquitetura deste nilicleo é simples. Consta de células
estreladas grandes, alongadas, contendo granulos de Nissl
dispostos geométricamente. Na porcdo oral as células sio menores
€ mais arredondadas (Olszewski, 1954).

Com a técnica histoquimica da AChE observam-se neurdnios
estrelados com atividade enzimatica forte no soma, e com
atividade média nos dendritos, os quais sao ramificados. Com o
reforco pela prata podem ser observados os axbnios, com fraca
atividade enzimdtica. O neuropilo tem atividade enzimatica fraca.
E um nucleo formado por poucas células nos niveis caudais,
podendo ter mais de duas dezenas nos niveis orais. FEssas células

medem, no seu maior didmetro, em média 57 um ( fig. 9,10 e 21).

1.4 - Nicleo motor dorsal do nervo vago (D.mo.X)

Surge préximo ao final caudal do nicleo do nervo hipoglosso. O
polo caudal esta localizado dorsolateral ao canal central e ao
nicleo do nervo hipoglosso e ventromedial ao nicleo do trato
solitario. Mais oralmente o niicleo intercalado se interpde entre
ele e o nicleo do hipoglosso. Ao nivel da abertura do 1V
ventriculo, o aumento do tamanho dos nicleos do hipoglosso e

intercalado deslocam lateralmente o nicleo motor dorsal do nervo
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vago, ficando este prdximo ao assoalho do IV ventriculo. Mais
oralmente o nicleo fica lateral ao nicleo prepésito do nervo
hipoglosso. 0 polo oral é deslocado ventralmente e lateralmente
do assoalho do IV ventriculo pelo desenvolvimento do nicleo
vestibular medial. Nos cortes transversais tem a forma oblonga
com o eixo maior orientado dorsomedialmente.

A citoarquitetura do niicleo é formada por, no minimo, dois
tipos de células (Williams & Warwick, 1975;Capenter, 1978). Para
Olszewski, com a técnica de Nissl & possivel identificar trés
tipos de células: a) células de tamanho médio fusiformes, nﬁcled
central e granulos de Nissl uniformemente distribuidos; b)
células com tamanho e forma semelhantes as anteriores mas que
contém melanina;  c) células maiores do que as anteriores,
multipolares, fusiformes e em forquilha, com niicleo excéntrico e
granulos de Nissl periféricos.

Com a técnica da AChE s3o observados neurdnios com atividadg
enzimatica forte no soma, com dendritos longos e ramificados,
mostrando atividade média. As células tem o aspecto fusiforme,
oval ou em forquilha, medindo no seu maior didmetro 40 um . O
nicleo é de média para alta celularidade positiva nesta técnica.
O neuropilo mostra atividade enzimatica média. Nas porcdes mais
orais do nicleo a celularidade e o tamanho do niicleo diminuem
(figs. 8,11,12 e 13).

1.5 - Ndcleo do trato solitirio (Sol)

Surge ao nivel da porcio caudal do nicleo motor dorsal do
nervo vago e mede aproximadamente 16 mm de extensdo, indo até o
polo caudal do nicleo do nervo facial. Na porcdo caudal do bulbo

© nicleo é dorsolateral ao canal central, oblongo, com o eixo
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maior dirigido dorsomedialmente. Dorsalmente os nficleos se

aproximam entre si (tem sido chamado nificleo comissural) .
Ventromedialmente esta relacionado ao nﬁcled dorsal motor do
hervo vago, enquanto que os ndcleos gracil e cuneiforme margeiam
a borda dorsolateral. O trato solitario & observado pela primeira
Veéz cerca de 4 mm oral a extremidade caudal do niicleo, e aumenta
rapidamente de tamanho a medida em que avancga oralmente. O trato,
nas secc¢des transvérsas, tem a forma arredondada, e é gquase
acelular, rodeado pelas células do nicleo.

Na regido periventricular do bulbo, o nicleo estid localizado
nNo assoalho do 1V ventriculo, numa posicao mais lateral.
Medialmente a porciao principal do nicleo mantém suas relagdes com
o ﬁﬁcleo motor dorsal do nervo vago, enquanto que lateralmente
estd em relacio com b nicleo gracil, e mais oralmente, com o
nicleo vestibular medial.

Pouco antes de desaparecer, tanto o niicleo como o trato
diminuem‘ de tamanho, ficando dorsomedial ao complexo trigeminal
espinal, ventral ao niicleo vestibular medial. Olszewski, 1954,
utilizando a técnica de Nissl foi capaz de identificar diferentes
subnicleos.

A porgdo do niicleo que fica dorsal ao trato solitario &
composta por células pequenas, fusiformes ou ovais, e & chamada
Por alguns autores de niicleo sensitivo dorsal do nervo vago.

A porgdo do nficleo que rodeia o trato solitario &
frequentemente chamada de nicleo sensitivo ventral do nervo vago,
€ & composta por células que tem a forma semelhante &s
anteriores, porém maiores, € que se coram mais intensamente na
técnica de Nissl.

O subnicleo gelatinoso estd localizado no canto dorsolateral
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do nicleo do trato solitario, ao nivel da area postrema. £
formado por até trés Aareas arredondadas, . caracterizadas, na
técnica de Nissl, por poucos elementos gliais e poucas células
nervosas, alongadas ou triangulares, pequenas e palidas.

Com a técnica da AChE, o nicleo é formado por células que
apresentam atividade enzimética somatica de média intensidade,
arredondadas e, em alguns casos, podem ser observados dendritos
fracamente positivos. A medida em que se avanc¢a oralmente o trato
solitario mostra  uma atividade enzimatica aumentada,
especialmente na periferia. Mais oralmente esta atividade se
torna mais intensa, adotando a forma de um anel na periferia do
trato, com engrossamento nas porcdes lateral e medial. Nio foi
possivel identificar diferentes subnicleos  descritos por

Olszewski. As células do nicleo medem cerca de 24 um (figs. 12 e
13).,

1.6 - Nicleo caudal do trato espinal do trigémeo (Sp.V.c).

Tem a forma’de um cogumelo e é formado pelo prolongamento oral
da substancia cinzenta apical do corno posterior da médula
cervical. No bulbo o niicleo se extende oralmente por cerca de 13
mm, terminando pProximo ao local onde surge o nicleo cuneiforme
acessodrio, Relaciona~se ventromedialmente com o nﬁcleo;reticular
medial, dorsomedialmente ao fasciculo cuneiforme,
dorsolateralmente € ventrolatealmente aos tratos espinais do
trigémeo e espinocerebelar dorsal. Oralmente se contlnua com O
nicleo interpolar do trato espinal do trigémeo (fig.14) .

Este nicleo pode ser subdividido em 3 subniicleos:

FACULDADE DE MEDICINA
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1.6.1 - subniicleo gelatinoso (gl) - é o maior dos trés e &
andlogo a substdncia gelatinosa de Rolando da medula. & formado
por células pequenas, ovais ou fusiformes, pouco Coradas.

Com a técnica da AChE este subnicleo é formado por pequenas
células arredondadas, muito numerosas, medindo em torno de 13 um,
com fraca atividade enzimitica no soma neuronal. N&ao se observam
dendritos nem axdnios. 0 néuropilo mostra intensa atividade
enzimatica especialmente na perifieria, préximo ao subniicleo
zonal, dificultando a visualizacdo dos elementos celulares

(fig.14),

1.6.2 - subniicleo magnocelular (mc) -~ corresponde ao niacleo
Proprio da medula e é constituido por células pequenas e médias
levemente coradas e células grandes de aspecto fusiforme.
Ocasionalmente podem ser observadas células alongadas fortemente
coradas.

Com a técnica histoquimica da AChE, este subnicleo & formado
por células com fraca atividade enzimitica no soma neuronal, o
qual tem a forma ovdide ou fusiforme. £ uma porcio do nﬁcleo com
muito pouca celularidade positiva, localizada no hilo. Estas
c€lulas medem cerca de 24 um. Podem ser observados'dendritos com
muito fraca atividade enzimdtica, curtos, e nio se obsérvam
axonios. O neuropilo tem atividade enzimdtica de média

intensidade sob a forma de grumos (fig. 14) .

1.6.3 -~ subnicleo zonal (z) =~ corresponde ao celular
posteromarginal da medula. £ formado por ceélulas 'fusiformes,
estreladas, espalhadas na periferia do subnicleo gelatinoso.

Com a técnica da AChE observam-se células fusiformes
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alongadas, com atividade enzimatica média, dispostas geralmente
com o eixo maior paralelo a superficie do subnicleo gelatinoso,
circundando o nicleo com excecdao do hilo. Medem cerca de 24 um,
mostrando dendritos corados fracamente e os axdnios nio sdo
visiveis com esta técnica. O neuropilo nado tem atividade

enzimatica (fig. 14).

1.7 - Ndcleo interpolar do trato espinal do trigémeo (Sp.V.i).

Inicia ao nivel do terco médio do complexo olivar, localizado
na pogdo lateral do tegmento bulbar. Mede cerca de 6 mm. Esta
relécionado dorsalmente com o nlcleo cuneiforme acessorio,
medialmente com o nlGcleo reticular central . Termina no nucleo
oral do trato espinal do trigémeo. E formado por células pequenas
e médias, ovais, fusiformes e triangulares entremeadas a células
arredondadas grandes com nﬁcleb excéntrico e granulos de Nissl
localizados na periferia, quando observados com a técnica de
Nissl (Olszewski, 1954).

Com a técnica da AChE observa-se um nicleo com baixa
Celularidade positiva formado por neurdnios fusiformes e
triangulares com atividade enzimitica média. Com o reforco_pela
prata, podem-se observar dendritos com fraca atividade
enzimatica., mas os axonios permanecem sem serem visualizados.
Estas células medem em média 26 um. Entre estas células podem ser
observadas outras arredondadas, maiores que as antériores,
localizadas na periferia do nficleo, semelhantes as encontradas no

nicleo cuneiforme acessdrio.
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1.8 - Nacleo oral do trato espinal do trigémeo (Sp.V.o).

Localizado na porgdo lateral do tegmento bulbar e da porcao
caudal da ponte. Inicia no polo oral do niicleo interpolar do
trato espinal do trigémeo e se extende até o niicleo sensitivo
Principal do trigémeo na ponte. Tem a forma oval e aumenta de
tamanho nas porgoes mais orais. Esta localizado tendo
dorsomedialmente o niicleo do trato solitario, ventromedialmente o
nicleo reticular lateral, lateralmente o trato espinal do
trigémeo, e dorsalmente as fibras do VIII nervo e o nicleo
vestibular inferior. £ formado por células pequenas e médias,
fusiformes e triangulares, coradas levemente com a técnica de
Nissl.

Com a técnica da AChE observam-se células fusiformes,
estreladas com atividade enzimatica muito fraca, tornando

dificil individualizar este nicleo das estrutura vizinhas.

1.9 - Nacleo vestibular medial (VIII.m).

Localizado  junto & porcdo lateral do assoalho do 1V
ventriculo, na narte suverior do bulbo e inferior da ponte. Mede
cerca de 9 mm de extensio indo das porcées‘superiores do nicleo
do nervo hipoglosso até o polo caudal do nicleo do  nervo
abducente. Nas secgdes transversas tem a forma grosseiramente
triangular com o dpice voltado medialmente. Na porcdo caudal,
limita-se dorsolateralmente com o niicleo do trato solitirio e é

medial ao nlicleo cuneiforme acessdrio. Na metade oral desvia-se
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medialmente.

E formado por células de formas variadas, - alongadas, ovais,
triangulares ou fusiformes, que se coram de leve para moderado
com a técnica de Nissl. Sio também encontrados neurdnios grandes
de forma variada e células bPeéquenas arredondadas e fusiformes
(Olszewski et alli, 1954).

Com a técnica da AChE sio Observadas células que mostram
atividade enzimatica somatica e dendritica de leve para
moderada. A forma & variada, podendo ser vistas células
fusiformes, ovais e triangulares. o0 neuropilo n3o tem atividade
aumentada. Neurdnios grandes s3o vVistos muito raramente e a média

de tamanho destas células & de 34 um (fig.13).

1.10 - Nicleo vestibular inferior (VIII.i).

Estd localizado dorsolateralmente na porcdo oral do bulbo,
indo do polo oral do niicleo cuneiforme acessbrio até o nivel
do polo caudal do niicleo do nervo facial. Mede cerca de 5 mm. Na
pPorcdo caudal & irregularmente quadrangular e oralmentercurva—se
ao longo da superficie dorsal e medial do pedinculo cerebelar
inferior. ao longo do seu trajeto, relaciona-se medidlmente com o
nicleo vestibular medial, lateralmente com o pediinculo cerebelar
inferior e ventrolateralmente com as fibras do VIII e IX nervos
Cranianos,

E formado por células de médio tamanho, esparsas, triangulares
Ou ovais e células estreladas com longos dendritos (Olszewski
et al, (1954).Na regifio mais rostral sdo encontrados neurdnios

maiores semelhantes aos do nicleo vestibular lateral (Carpenter,
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1978).

Com a técnica da AChE se observam neurdnios estrelados e
ovais, com dendritos longos e ramificados. A afividade enzimatica
somatica e dendritica é fraca, o neuropilo tem atividade
enzimatica de fraca intensidade, 1localizada na regido central do
nicleo. £ um nidcleo de baixa para média celularidade positiva

nesta tecnica. Medem cerca de 35 um (fig. 6a)

1.11 - Niacleo coclear dorsal (Co.d).

E formado por células que ficam entre as fibras do nervo
cociear, na superficie dorsolateral do pedinculo cérebelar
inferior, na juncdo bulbopontina. Lateralmente este nicleo e as
fibras que o percorrem formam a borda lateral do bulbo, e estio
separados do cerebelo pelo foramen de Luschka. Mede 2 a 3 mm de
extensdo. As células mais ventrais estio intimamente relacionadas
as células do nicleo coclear ventral, e dorsalmente as células
ficam no assoalho do recesso lateral do IV ventriculo. & um
nﬁcleo laminado nas preparacdes coradas pela técnica de Nissl
(Carpenter, 1978). Para Crosby et al. (1962), essa'laminécéo nem
sempre esta presente.

Esse nicleo é constituido por células de tamanho pequeno e
médio, predominantemente fusiformes, com nicleo centrai e longos
dendritos. Estas células tem seu eixo longo orientado
paralelamente & superficie dorsolateral do pedunculo cerebelar
inferior.

Com a técnica da AChE pode ser observado um predominio de

células fusiformes com fraca atividade enzimatica com o eixo
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maior paralelo i superficie do IV ventriculo. N&o se observam
dendritos nem axdnios e o neuropilo ndo tem atividade enzimatica
aumentada. E um ndcleo com celularidade positiva alta. Estas
células medem no seu eixo maior em torno de 27 um. Com esta

técnica ndo foi possivel identificar laminacdo neste niicleo.
(fig. 6a).

1.12 - Nfcleo coclear ventral (Co.v)

Localizado ventrolateralmente ao pedinculo cerebelar inferior
na  juncdo bulbopontina. Células deste nicleo entram em contato
com as células do niicleo coclear dorsal, através da borda lateral
do pédﬁnculo cerebelar inferior. Medial e ventralmente o nicleo
esta relacionado as fibras do nervo coclear. Lateralmente a
pPorcdo caudal do nicleo forma a borda livre do bulbo, separada do
cerebelo pelo fordmen de Luschka. A por¢ao oral esta relacionada
lateralmente 3 substdncia branca do cerebelo. Mede caudo-
oralmente 3 mm,

E formado por células de tamanho médio, ovais ou redondas, com
dendritos muito curtos. A maioria da células fica‘com seus eixos
longos orientados dorsomedialmente (Olszewski, 1954).

Com a técnica da AChE o niicleo é formado por células que tem
fraca atividade enzimdtica no soma. Sio células ovais e nio sdo
visualizados dendritos ﬁem axdnios. O neuropilo ndo tem atividade
enzimatica. A média do tamanho destas células é de 27 um. ‘Podem
Ser observadas células menores com atividade enzimitica menosf

intensa que as anteriores e com a mesma forma.



49

2 - Nicleos suprasegmentares

2.1 - Niacleo retroambiguo (Ram) .

Representa o prolongamento rostral da coluna intermédio-
lateral do corno anterior da medula cervical. Ele se extende até
o) polo caudal do complexo olivar inferior. Localiza-se
dorsolateralmente & substdncia cinzenta central, dela separado
pela fibras corticoespinais decussadas (Olszewski, 1954), Paré
Crosby et alii., (1962), ele é substituido pelas células que for-
mam a porgao mais caudal do nicleo ambiguo, sem no entanto haver
continuidade entre eles. OISZewski descreve o nicleo como sendo
formado por células estreladas e fusiformes.

Com o método da AChE observa-se um niicleo de celularidade
positiva média, formado predominantemente por células fusiformes
€ raras estreladas , com atividade enzimidtica somatica de média
intensidade e fraca ao nivel dendritico e axonal. O neuropilo n§§

tem atividade. As células medem cerca de 48 um (figs. 3a e
4a) .

2.2 - Nicleo gracil (Gr)

Situado entre a linha média e o niicleo cuneiforme médial. Esta
envolto dorsolateralmente pelas fibras do fasciculo grdcil. O
nicleo aumenta progressivamente de tamanho 3 medida em que
ascende no bulbo e as células gradualmente substituem as fibrés
do fasciculo.

Nas secgdes transversas do bulbo aparece como uma clava com a
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parte fina continuando-se com a substincia cinzenta central nos
niveis baixos do bulbo (Rebollo et al, 1982). O ndcleo mede em
torno de 13 mm de comprimento, com o limite superior no polo cau-
dal do nicleo vestibular medial. Proximo & abertura do IV ventri-
culo o nlcleo é deslocado lateralmente e toma o aspecto oblongo, .
tornando-se relacionado medialmente com o nicleo do trato solita-
rio ventralmente com o polo oral do nicleo cuneiforme medial e
lateralmente com 0 nicleo cuneiforme acessdrio (Casas & Gonzalez,
1975; williams & Warwick, 1975).

Para Olszewski, 1954 'as células deste niicleo tem um
consideravel pleomorfismo quanto ao tamanho, forma e propriedades
tintoriais, nao havendo uma célula tipica. Predominam as de
tamanho médio e podem vser alongadas, arredondadas e
estreladas. |

Com a técnica da AChE pode-se observar nas porgdes caudais do
nicleo uma baixa celularidade positiva com predominio de células
arredondadas e muito raramente fusiformes e estreladas com
atividade enzimitica somatica média e dendritican fraca. Os
axdnios nado sdo visiveis e o neuropilo mostra atividade‘frACa.

Em niveis mais orais, o nimero de células positivas aumenta,
Predominando as células arredondadas arranjadas em aglomerados na
regidao dorsal e esparsas na regiao ~ventral. O soma mostra
atividade média e os dendritos tornam-se visiveis com o reforgo

pela prata. As células do nicleo medem em média 30 um (fig.15),

2.3 - Nicleo cuneiforme medial (Cu.m)

O limite inferior deste niicleo é impreciso, tendo suas células
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continuidade com as do corno posterior da medula. Nos niveis mais
caudais mantém relagdes com a substincia cinzenta central. Tem a
forma de cunha com o dpice avancando no fasciculo cuneiforme e a
base limitada medialmente pelo niicleo gracil, ventralmente pelos
nicleos do trato solitdrio e reticular medial e lateralmente pelo
complexo trigeminal. Com o aparecimento do niicleo cuneiforme
acessOrio o nilcleo cuneiforme medial diminui rapidamente de
tamanho, desaparecendo prdximo a abertura do IV ventriculo
(Olszewski et alli, 1954; Casas et alli, 1975; williams et alli,
1975) .

Para Olszewski, 1954, o nicleo é formado por células
arredondadas ou ovais com dendritos curtos e nicleo excéntrico. o
tamanho varia entre pequeﬁas € Jgrandes, sendo o0s elementos
maiores localizados na porg¢do caudal do nicleo.

Com a técnica histoquimica da AChE, o niicleo & formado por
células arredondadas, com atividade enzimatica média. Nao se
Observam dendritos nem axdnios. Quando se utiliza o reforgo pela
prata, além das.células ja citadas podem ser observados neurdnios
estrelados e numerosos dendritos. O neuropilo ndo mostra

atividade.O tamanho médio destes neurdnios é de 30 um (figa. 16 e
17).

2.4 - Complexo Olivar Inferior.

E composto pela oliva principal, oliva acesséria medial e
oliva acesséria dorsal. O complexo estd localizado profundamente
na proeminéncia olivar, dorsal 3s piramides e lateral ao lemnisco

medial.
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'2.4.1 - Oliva principal (0l.p).

O componente maior do complexo olivar é a oliva Principal que
vai desde g porcao oral da decussacio Piramidal até 4 porgio
caudal do niicleo do nervo facial. Ten é.forma de um saco enrugado
que  se estreita caudal € oralmente, tendo o hilo voltado
medialmente,

E formada por células de tamanho médio, arredondadas oy
eéstreladas, com dendritos curtos.Com ga técnica de Nissl coram-se
fortemente e og grénulos de Nissl s3o indistintos. o nicleo &
exXcéntrico. Estas células acumulam lipofucsina precocemente.

Com a técnica da AChE observam-se células ovaladas € muito
raras células fusiformes, localizadas na periferia, com o eixo
maior voltado pPara o centro do niicleo (fig.19). . com o reforgo
pela prata pode-se observar dendritos curtos. O soma neuronal tem
atividade enzimitica média e Os dendritos e o neuropilo mostram
atividade fraca. B um niicleo com celularidade positiva alta e a
média do tamanho das células arredondadas € de 26 um no didmetro

maior (figs., 18,19 e 22),

2.4.2 - 0Oliva acesséria medial (Ol.m).
Surge cerca de 1 mm caudal 3 oliva Principal e ge extende
Oralmente POr aproximadamente 1 Cm. Nas porc¢des caudais tem o

aspecto de uma faixa de substancia cinzenta curvada sobre si

Oliva principal. Nas porcSeskorais esta forma é ' perdida. Para
Olszewski, 1954, esta porcdo do complexo olivar é formado por
Nove grupos de células e é forma das mesmas & semelhante 3s
eéncontradas na oliva Principal.

Com a técnica da AChE observam-se células ovais e poucas
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triangulares, dispostés em fileiras paralelas ao eixo menor do
nicleo, com atividade enzimatica somatica fraca € nenhuma
atividade dendritica € axonal. E um niicleo com celularidade
positiva média/alta com o neuropilé‘ mostrando atividade
enzimatica média, o que torna esta parte do complexo olivar
mais evidente que o0s outros dois nicleos. As células medem cerca

de 21 um (fig. 18).

2.4.3 - Oliva acesséria dorsal (Ol.a.d).
Comeca caudalmente no mesmo nivel que a oliva acesséria medial
€ se extende por todo complexo olivar inferior. £ uma faixa

achatada de substancia cinzenta localizada dorsalmente 3 oliva

~bpara adotar no final oral O aspecto de uma virgula localizada
dorsomedialmehte ao nivel do final medial da lamela dorsal da
oliva principal. E formada por céiulas semelhantes as do resto do
Ccomplexo olivar (Olszewski & Baxter, 1954).

Com a técnica da AChE é formada por células que mostram uma
atividade enzimitica somatica de média intensidade. Nio se
Observam dendritos e axdnios. As células tem a forma oval ou
tfiangular, com raras células eStreladas. A celularidade
Positiva do niicleo nesta técnica é média e o neuropilo tem °
atividade enzimitica fraca. As células medem cerca de 36 um

(fig. 6a).

2.5 - Nicleo arqueado (Arq) .

Podem ser observados entre o polo caudal da oliva acesséria
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medial e a borda caudal da ponte, formando faixasg curvas de
substancia cinzenta que estdo intimamente relacionadas 3s porc¢oes
anteriores e medial das piramides, entre as fibras arqueadas
externas (Olszewski et al, 1954; Williams et al, 1975).

E formado por células de tamanho 4médio, arredondadas,
poligonais ou ovais, nucleo com grande nucléolo e dendritos
longos. Também podem ser observadas células alongadas (Olszewski,
1954),

Com a técnica da AChE observam-se células fusiformes,
arredondadas, ovais e estreladas, com atividade enzimatica
média no soma e dendritos curtos com atividade fraca. Nio se
Observam axdnios. E um niicleo com celularidade positiva aita,
tendo o neuropilo uma atividade enzimitica de fraca para média

intensidade. A média do tamanho celular é de 27 um (fig. 20).

.

2.6 - Nacleo reticular lateral (Re.l)

Esta localizado na porgio lateral do tegmento bulbar, dorsal
ao complexo olivar e ventromedial ao niicleo ambiguo. Mede 7 a 8
mm e vai do polo caudal a metade do complexo olivar.

Olszewski, 1954 identifica dois subniicleos:

1 - subniicleo ventral: & a parte principalvﬁe “ocupa toda
extensdo do nficleo. Localizado proximo a periferia do bulbo,
diretamente dorsal ao polo lateral da oliva acessbria medial.

2 - Subnicleo dorsal: localizado dorsal 3 metade oral éo
anterior, imediatamente ventral ao complexo trigeminal aspinai
(para alguns autores é o chamadornﬁcleo subtrigeminal) .

E formado por células alongadas de médio tamanho, com longos
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dendritos e nicleo central. Os granulos de Nissl s3o indistintos.

Com ’a técnica da AChE o niicleo & formado por células que
mostram atividade enzimatica de média intensidade no soma e fraca
nos dendritos. As células tem a forma estrelada e fusiforme. As
células maiores tem atividade enzimatica mais intensa. & um
nicleo com celularidade positiva média e o neuropilo mostra
atividade enzimdtica fraca. As células medem cerca de 40 um

(figs. 21 e 23).

2.7 - Nicleo reticular medial (Re.m).

Ocupa a porgdo central dd bulbo desde a juncao bulbomedular
até a juncdo do terco médio com © oral do complexo olivar
iﬁferior, numa distdncia de cerca de 18 mm.

Imediatamente oral & decussacio das piramides o nficleo esta
ventral ao nacleo do trato solitario, medial ao nicleo cuneiforme
medial e ao complexo trigeminal espinal. O ndcleo retroambiguo
estd encravado na porcdo lateral deste niicleo nos niveis mais
caudais do complexo olivar. A

Ao nivel da metade caudal do complexo olivar 1nferior o nucleo
reticular medial fica dorsomedial ao nicleo reticular lateral e
dorsal ao complexo olivar inferior, lateral ao lemnisco medial e
ao fasciculo longitudinal medial.

A porgdo oral do niicleo & dofsomedial ao nicleo ~espinal do
trigémeo, dorsal ao complexo olivar ihferior, lateral ao nicleo
motor dorsal do nervo vago e niicleo do trato solitdrio. As
células do niicleo ambiguo estdo engastadas neste nﬁcleo a este

nivel.
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Segundo Olszewski, 1954, usando a técnica de Nissl, as células
estio orientadas a0 acaso e variam de pequenas a médias. Sio
neurdnios fusiformes com niicleo relativamente grande e substincia
de Nissl palida e indistinta. As células maiores sio
estreladas com dendritos longos e fortemente corados.

Com a técnica histoquimica da AChE o niicleo é formado por
células que mostram uma atividade enzimitica somitica de fraca
para média nos niveis mais orais. E formado por células grandes
medindo cerca de 42 um no maior didmetro, com dendritos
mostrando atividade enzimatica fraca. S30 neurdnios estrelados
e fusiformes. £ um nidcleo de celularidade positiva média e
neuropilo com atividade fraca nos casos em que &€ feito reforco

pela prata (fig.22).

2.8 - Area postrema (Ar.pt).

De cada 1lado do IV ventriculo, junto ao Obex, esta uma
eminéncia arredondada, sendo umrdos orgaos circunventriculares
(Hofer, 1959).

Com a técnica da AChE se observam células arredondadas -com
fraquissima atividade enzimitica. O neuropilo nado mostra nenhuma

atividade enzimatica colinesterasica.(fig. 5).

2.9 - Nicleo cuneiforme lateral (Cu.l).
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E um niicleo alongado medindo cerca de 8 mm. Inicia proximo ao
Obex, dorsolateralmente ao nicleo cuneiforme medial e termina ao
nivel do polo caudal do niicleo vestibular inferior, com o qual se
continua. Na altura onde o niicleo griacil desaparece, este nicleo
atinge suas maiores dimensdes, ficando localizado lateralmente ao
nicleo vestibular medial € ao nicleo do trato solitario, dorsal
a0 complexo trigeminal e medial ao pedlnculo cerebelar inferior.
Com este Gltimo mantem iIntima relacado, podendo algumas células do
nicleo invadi-lo, e por este motivo ja foi chamado de nicleo do
corpo restiforme (Olszewski et alli, 1954; Wiiliams et alli,
1975; carpenter, 1975; Brodal, 1984).

E formado por trés tipos de células: células grandes, ovais ou
arredondadas com dendritos curtos, nlicleo excéntrico e granulos
de Nissl periféricos (lembram as células da coluna de Clarke da
medula); células de tamanho médio, triangulares ou estfeladas,
com dendritos longos e niicleo central. O polo oral & constituido
por células menores que as anteriores, ovais, nlicleo excéntrico e
granulos de Nissl periféricos, dispostas em pequenos grupos
(Olszewski, 1954) . Para Crosby et alii (1962), o niicleo é formado
por células estreladas, enquanto Brodal, 1984 sé faz referéncia
a "células grandes".

Com a técnica da AChE observam-se células arrédondadas com o
soma fracamente corado e ndo se observam dendritos ouvaxénios. 0
neuropilo ndo apresenta atividade colinesterdsica. As células me-

dem cerca de 30 um (fig. 23).

2.10 - NOcleo intercalado (Ic).
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E formado pPor um grupo alongado de células que se interpdem
entre o 'nﬁcleo do nervo hipoglosso e o nﬁcleo motor dorsal do
Vago. O polo caudal é indistinto e fica logo caudal ao Sbex e se
continua na porcdo oral com o nucleo prepdsito do nervo
hipoglosso. |

Relaciona~-se ventromedialmente ao nicleo do nervo hipoglosso,
ventrolateralmente ao nicleo reticular medial, dorsolateralmente
ao nicleo motor dorsal do vago e dorsomedialmente ao stratum
gliosum.

Segundo Olszewski et al (1954), utilizando a técnica de Nissl,
a 'porcao caudal é formada por células muito pequenas,
distribuidas esparsamente, redondas, ovais ou fusiformes, com
granulos de Nissl indistintos e fortemente corados. Entre elas
podem ser encontradas células caracteristicas do nucleo motor
dorsal do vago e do niicleo do nervo hipoglosso. A porci3o oral &
caracterizada pelo surgimento de células de tamanho médio, entre
as células pequenas ji déscritas. Sao células arredondadas ou
estreladas, fortemente coradas, .com oOs granulos de Nissl
indistintos com tendéncia a se agregarem na periferia.

Com a técnica da AChE sdo observadas células muito pequenas,
ovals, com atividade en21matlca de fraca para medla, com
dendritos e axdnios sem atividade enzimatica v151vel E um niicleo
com celularidade média e o neuropilo ndo mostra atividade

enzimatica. Estas células medem em média 22 um (figs: "8 e 11).

2.11 - Nicleo gigantocelular (Ge) .

Situado na regifo medial do tegmento do terco oral do bulbo e
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da metade caudal da ponte. ' Faz limite com o nﬁéleo reticular
medial ao nivel da jung¢do do terco médio com o oral do complexo
olivar inferior. Tem uma extensdo aproximada de 10 a 12 mm. No
bulbo ele é dorsal ao complexo olivar inferior e lateral as
fibras do lemnisco medial.

Com a técnica de Nissl, a maioria das células s3o grandes,
estreladas , arredondadas, com a borda irregular. Também sao
observadas células pequenas fusiformes e triangulares (Olszewski,
1954) . |

Com a técnica da AChE observam-se células arredondadas,
fusiformes e raras estreladas. Estas células medem cerca de 58
um e tem uma atividade enzimatica somatica forte, com dendritos/
longos e ramificados, mostrando atividade média. Entre estas
células observam-se células menores, com atividade enzimatica
fraca podendo ser'arredondadaé, fusiformes e triangulares. E um
niacleo com média celularidade positiva e o neuropilo ndo mostra

atividade enzimatica (fig.24).

2.12 - Niacleo obscuro da rafe (Ra.ob).

Localizado na regido dorsal da rafe mediana, entre ela e o
fasciculo longitudinal medial na regifio oral do bulbo, iniciando
1 mm abaixo do polo oral do nlicleo do nervo hipoglosso e vai até
© polo caudal do nficleo do nervo facial, numa extens3o de 5 a 6
mm. Divide-se no subnlicleo intrarrafeano, impar e mediano, e no
subnlicleo extrarrafeano, localizado na extremidade dorsal do
anterior. E um nicleo par e se extende lateralmente em arco. k

Segundo Olszewski, 1954, este nicleo & formado por células
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grandes, alongadas, fusiformes, com nicleo grande e central; os
granulos ‘de Nissl sao fortemente corados. O eixo maior destas
células est3d orientado dorsoventralmente. As células do subnicleo
extrarrafeano sdo alongadas, estreladas » com longos dendritos e
com o eixo maior paralelo a superficie curva dorsal do fasciculo
longitudinal medial.

Com a técnica histoquimica da AChE, as células deste niicleo
tem atividade enzimética de fraca para média intensidade no soma
€ dendritos os quais sdo longos e ramificados, Sdo células
alongadas com aspecto fusiforme, oval ou estrelada. O eixo
maior destas células esta orientado dorsoventralmente. No
subnicleo extrarrafeano as células tem a forma semelhante, porémv
perdem o aspecto alongado. A celularidade positiva do nGcleo * é
média e o neuropilo mostra atividade fraca. As células medem no

seu maior didmetro cerca de 38 um (fig. 25).

2.13 - Nuacleo prepésito do nervo hipoglosso (Prp) .

Inicia no polo oral do niicleo do nervo hipoglosso e vai até as
por¢des caudais do nicleo do nervo abducente. Mede 6 a 7 mm. O
polo caudal deste niicleo se funde com o polo oral do niicleo
intercalado. Nas secgOes transversas o niicleo tem a forma oval
com o eixo maior orientado paralelo ao assoalho do IV ventricuio.
O polo caudal é medial ao niicleo motor dorsal do vago, ventral ao
stratum gliosum e lateral ao subniicleo extrarrafeano do nicleo
Oobscuro da rafe. Mais oralmente se relaciona com o niicleo
interpdsito que o separa do nlcleo vestibular medial, e

ventralmente ao nlicleo central da ponte.
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Segundo Olszewski, 1954, este niicleo & formado por células de
tamanho médio » arredondadas e estreladas com longos dendritos.
e sdo fortemente coradas na técnica de Nissl. Observam-se também
células de pequeno para médio tamanho, arredondadas, ovais
triangulares ou fusiformes.

Na técnica da AChE este nﬁcleo é formado por células que
Mostram uma atividade enzimatica média, com dendritos curtos com
atividade enzimatica fraca.‘ O soma tem a forma arredondada,
estrelado e raramente fusiforme. Medem cerca de 23 um. £ um
nicleo com celularidade positiva média e o neuropilo tem ativida-

de enzimitica fraca (fig. 26).
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4 - DISCUSSAO



DISCUSsA0

A técnica de Koelle & Friedenwald empregada em nosso
trabalho mostrou-se adequada para revelar a atividade AChE nos
niucleos do bulbo humano, tendo os resultados sido reproduzidos em
todos os vinte e cinco casos utilizados. Quando comparados com
0s de outros autores que trabalharam no tecido nervoso humano
(Mizukawa et alii., 1986; 1Ishii et al., 1967; Cortes et alii.,
1984), no tecido nervoso da ovelha (Palmer et al., 1961), no
hamster (Parveen et al., 1982) e no tecido nervoso do rato
(Palkovits et al., 1974) os resultados do nosso trabalho foram
semelhantes, com pequenas excegoes. As discrepancias podem ser
atribuidas ao tratamento sofrido pelo material antes de empregar
a técnica histoquimica, as diferentes técnicas utilizadas e i
espécie animal que foi estudada.

A fixacao do material em formol de Holt nao traz
modificacOes significativas na atividade enzimatica. A AChE & uma
enzima bastante estavel, tendo sido detectada por Moore et al
(1958) na juncao mioneural até 157 dias em material mantido sob
refrigeracdo sem fixac8o e até 3 dias no misculo intercostal
mantido a temperatura ambiente. Schneider et alii. (1984),
demonstraram que a atividade colinesterdsica do &rgdo
subfornicial do rato com até 8 horas de pds-mortem, nio apresenta
alteracoes, e sdo escassas as modificacdes com até 12 horas de
pos-mortem.De Giacomo (1961) trabalhou com encéfalo humano obtido
24 horas ap0s a morte, conseguindo demonstrar atividade
colinesterasica no material utilizado.

Palmer e Hardwick (1961) demonstraram que no tronco

encefalico da ovelha, fixado em formol a 10% por 7 a 17 horas, ha
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uma reducao de cerca de 50% da atividade ChE sendo que a AChE &
a mais afetada. Palmer e Ellerker (1961) atribuem 3 espessura dos
blocos e ao tempo de fixacdao do material no formol, o maior ou
menor grau de inibigdao da atividade enzimatica, sendo esta
inibicdo inversamente proporcional a espessura e diretamente ao
tempo.

O nosso material foi colocado em formol de Holt em blocos de
4 a 5 mm de espessura e ai mantidos por tempo de 16 a 24 horas,
a 4°.

Como argumentos a favor de que os nicleos bulbares humanos
positivos em nosso trabalho sido decorrentes da hidrdlise do
substrato pela AChE citamos: a acdo do inibidor especifico
sulfato de eserina a 10E-04 uM e os cortes que foram incubados
com ButhCh. Os cortes inibidos pela eserina e os incubados com a
ButhCh nao mostraram atividade enzimatica.

A comparacao dos nossos resultados com os de outros autores
torna-se problematica porque, dos autores que trabalharam com
material humano (Mizukawa et alii., 1986; Ishii., 1967; Cortes et
alii, 1984), somente o primeiro estudou todas as estruturas
nucleares bulbares. Nos trabalhos de Ishii e Cortes n3o hi
referéncia sobre negatividade das estruturas nio citadas.

Por nao se prestar a técnica para estudos quantitativos , a
comparacao dos dados é feita através da comparacao dos resultados
observados nas microfotografias e na descricido dos autores que
atribuem critérios subjetivos de estruturas mais ou menos
positivas.

A discrepancia observada entre os nossos resultados e os
resultados de Mizukawa et alii., (1986), situa-se a nivel da

positividade dendritica e axonal. Os resultados deste autor
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mostram um percentual elevado de positividade destas estruturas,
ao passo gque Os nossos resultados sao, na grande maioria,
negativos. A razao disto provavelmente reside no fato de que o
método de Karnowsky e Roots seja mais adequado para a
visualizagao destas estruturas. No método de Koelle e
Friedenwald, a intensificacdo pela prata proposta por Henderson
(1967) mostrou-se valiosa, pois reforca a positividade
enzimatica , facilitando a visualizacio da forma do soma, € em
alguns nicleos pode-se observar dendritos e axdnios  nao
observados quando se utiliza somente a técnica histoquimica.

O significado da presenga de AChE nos corpos celulares nao
esta completamente esclarecido. Nos ganglios autondomicos
periféricos, que sio sabidamente colinérgicos e nas células
colinérgicas do SNC - células do corno anterior da medula e dos
nicleos motores dos nervos cranianos, também colinérgicos, a
positividade & alta nas técnicas histoquimicas que medem a
atividade AChE. Nestas situacdes estas técnicas revelam as
células colinérgicas. Porém a presencga de AChE em células nao
colinérgicas, onde a positividade pelas técnicas colinesterasicas
é significativamente menos intensa, nao tem uma explicagao
adequada.

Para Koelle (1962), a concentracao da AChE em um determinado
neurdnio reflete a extensao da participacao da ACh na transmissao
sinaptica. Combinando com técnicas imunohistoquimicas, a deteccao
da AChE pode reforgar a existéncia de mecanismos colinérgicos
(silver, 1967). Apesar de haver uma boa correlacdao entre as
concentracdes da AChE, ChAt e ACh (Silver, 1967), nao é adequado
tomar como evidéncia irrefutavel de mecanismos colinérgicos a

presenca de AChE em uma determinada estrutura.
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Os mapas gque utilizam AChE devem ser considerados como
provaveis indicadores de localizacdao cerebral de neuronios
colinérgicos ou locais colinoceptivos (Palkovits, 1974). Mizukawa
et alii, (1986) concluem que "o verdadeiro mapa colinérgico
cerebral fica em algum lugar entre as estruturas positivas
reveladas pela ChAt e aquelas reveladas como positivas para
AChE".

Em nossos resultados, os nucleos dos nervos cranianos podem
ser divididos em:

1] - Niacleos motores (Ssp, Am, N.XII e o D.mo.X.): todos
positivos fortes, com neuronios grandes (acima de 38 um),
dendritos e axonios visiveis com positividade fraca ou média. O
neuropilo foi sempre positivo, particularmente nos nucleos
supraespinal e do nervo hipoglosso, sugerindo uma aferéncia
colinérgica grande.

2 - NOcleos sensitivos : sao todos positivos, porém com
intensidade fraca na sua maioria. O tamanho do corpo celular é
médio, variando entre 24 e 35 um com excecao do subnicleo
gelatinoso do complexo trigeminal, que é formado por células
pequenas (13 um). O neuropilo é na grande maioria sem atividade
enzimatica ou no maximo com muito pouca atividade. Estes
resultados coincidem com os observados por Ishii et al (1967);
Cortes et alii (1984) e Mizukawa et alii (1986).

Atencdo particular deve ser dada aos nucleos do trato
solitario e ao subniicleo gelatinoso do V nervo. No primeiro
observamos uma positividade média no soma neuronal. Na altura da
porgdo caudal do complexo olivar observa-se, no trato solitario,
intensa atividade enzimatica uniformemente distribuida e nos

niveis mais orais do nicleo a intensa positividade se torna
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periférica, sob a forma de anel. Nesta Gltima regido a observacao
com grande aumento ‘permite observar elementos
arredondados, dificeis de serem visualizados devido a intensa
positividade do neuropilo.

Os nossos achados divergem dos descritos por Ishii e Cortes,
citados anteriormente.O primeiro autor descreve o trato solitario
mostrando "intensa atividade homogeneamente distribuida na sua
porcao parvocelular, mas a porcgao magnocelular forma diversos
grupos circunscritos e intensamente corados na periferia do trato
solitario". Cortes também encontrou elevada atividade
acetilcolinesterasica no nicleo solitario de seus casos.

Mizukawa et alii (1984) nao fazem referéncia no texto aos
achados especificos ao trato solitario, mas nos resultados
mostrados em tabela o nicleo solitario s6 apresenta positividade
no que chama "rede de fibras".

Os resultados obtidos por Cortes et alii. (1984), mostram
neste nlcleo alta concentragao de receptores muscarinicos no
material humano, sugerindo que a aferéncia de fibras colinérgicas
para o nucleo deva ser grande. Isto concorda com OS nossos
resultados quando se leva em conta que a positividade do
neuropilo é decorrente de aferéncias colinérgicas.

No nacleo caudal do trato espinal do trigémeo existe uma
intensa atividade no subnicleo gelatinoso e nédia no
magnocelular. Cortes e Ishii (1984), constataram alta densidade
de receptores muscarinicos na porgao caudal do nlcleo, sugerindo
que a presencga de mecanismos colinérgicos nos aferentes a estas
porcdes do nucleo € grande.

Nos nicleos suprasegmentares nao existe uma divisdao muito

nitida. Os nlcleos gigantocelular e o retroambiguo sao formados
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por células grandes, semelhantes as dos nicleos motores cranianos
e, como estes mostram, forte atividade enzimatica, porém sem a
positividade do neuropilo neles encontrada.

Embora Ishii et al (1967); Cortes et alii (1984) e Mizukawa et
alii (1986) tenham encontrado atividade acetilcolinesterasica na
drea postrema, em nosso material nao foi encontrada positividade
para esta enzima nesta area.

Em 1975, Karcsi et al. afirmaram que ndo existe atividade
colinesterasica nem em estruturas neuronais, nem em capilares da
drea postrema de ratos, achados confirmados pela miscroscopia
eletrdnica. No ano seguinte TOth et al. referem que a atividade
acetilcolinesterasica da area postrema do rato é fraca no
parénquima celular, no endotélio capilar e em algumas fibras
nervosas da area subpostrema.

Os outros nucleos sao formados por células médias e grandes,
com atividade enzimatica de fraca para média intensidade. O
neuropilo aqui ndo tem caracteristicas especiais pois a
positividade na grande maioria & muito fraca, gquando nao
negativa.

Os nossos achados divergem dos de Olszewski e Baxter (1954) em
alguns niicleos no que se refere a forma das células. No nicleo
gracil estudado com a técnica de de Nissl, Olszewski detecta um
polimorfismo celular. Com a técnica da AChE predomina a presenca
de células arredondadas. Isto sugere que neste nacleo os
mecanismos colinérgicos estao relacionados a elas, havendo
possibilidade de que as outras células descritas por Olszewski
estejam relacionadas a outros neurotransmissores.

No niicleo olivar principal Olszewski descreve apenas células

arredondadas e estreladas. Com a técnica da AChE constatamos
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também a presenga de células fusiformes que se dispdem com o eixo
maior voltado para o centro do nicleo.

A atividade ChAt & observada a nivellbulbar nos nicleos motores
(neurdnios alfa e gama), neurdnios autondmicos pré-ganglionares ,
formagao reticular medial (Nieuwenhuys, 1985 e Mizukawa et alii,
1986), nucleo vestibular inferior (Kimura et alii, 1981 e Mi-
zukawa et alii, 1986) e nlcleo gigantocelular (Mizukawa et alii,
1986) .

Em nossos resultados, a concomitancia da AChE nos nicleos bul-
bares e da ChAt observada por Mizukawa nos mesmos nucleos mostrou-
se grosseiramente proporcional (tabela 7). Vale salientar que a po
sitividade da ChAt ocorreu também em nicleos sensitivos, sugerindo
fortemente que al existam mecanismos colinérgicos.

Os neurdnios colinérgicosm em ratos, tem papel importante nos
mecanismos neurais do comportamento em todos os niveis de comple-
xidade (Bradford, 1986) e cada vez mais sao identificadas altera-
¢oes nos mecanismos colinérgicos de diversas doengas do SNC. Es-
forcos redobrados devem ser feitos para identificar corretamente
a quimiocitoarquitetura colinérgica das diversas regides do SNC.

Concordamos com o ponto de vista de Paxinos et al. (1985) quan
do dizem que "enquanto os poderosos procedimentos quimioarquite -
turais podem levar & subdivisao do cérebro, eles também podem le-
var a descoberta dos principios organizacionais que integram, de
forma semelhante, unidades diferentes em esquemas maiores, que po
dem melhor ser responsiveis por informagoes hodoldgicas, de desen

volvimento e de funcionamento".
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CONCLUSOES

- 0 método histoquimico que mede a atividade acetilcolineste-

rasica mostrou-se adequado para mapear as estruturas nucle-

ares do bulbo humano.

A técnica propiciou também o estudo da morfologia e das di-

mensdes neuronais.

A utilizacdo de material humano com até 12 horas de poOs-mor-
tem sempre revelou atividade enzimatica nas estruturas que a

possuem.

As estruturas nucleares que apresentam atividade enzimatica

elevada sdo provavelmente colinérgicas.

A presenga de atividade colinesterasica no neuropilo, sugere

que estas estruturas sao colinoceptivas.

A técnica histoquimica da acetilcolinesterase deve ser asso-
ciada ao estudo imunocitoquimico da colina acetiltransferase,
para se ter uma melhor aproximagao quanto as estruturas coli-

nérgicas e/ou colinoceptivas.

Este mapeamento bulbar serve de parametro para futuros estu-
dos histopatoldgicos e citopatologicos de doencas

neurolégicas que afetam as estruturas colinérgicas.
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