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RESUMO

EUSTAQUIO-SILVA, R. Avaliacdo estrutural e quantitativa dos efeitos do
envelhecimento sobre o ganglio trigeminal de ratos Wistar. [Structural and
quantitative evaluation of aging process on trigeminal ganglion of Wistar rats]
2010. 107 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2010.

O envelhecimento é uma falha progressiva nos processos fisiologicos
celulares, produzindo alteragcdes morfologicas nas células e nos tecidos. No
sistema nervoso, produz uma reducdo no numero de neurdnios, nas fibras
nervosas, principalmente nas arborizacdes dendriticas e nas espinhas
sinpticas, e nas células da glia que, de acordo com sua localizagéo e tipo
celular, podem diminuir, permanecer constantes ou mesmo aumentar
numericamente. Na presente pesquisa, avaliou-se o0s efeitos do
envelhecimento sobre o géanglio trigeminal (GT) de ratos Wistar em animais
jovens (2 meses de vida), adultos (12 meses de vida) e idosos (24 meses de
vida). Os GT foram submetidos as técnicas histologicas da hematoxilina e
eosina e Picro-sirius, onde avaliou-se, respectivamente, a densidade das
células satélites glias (CGS) e o componente coladgeno ganglionar. Através da
técnica histoquimica da NADH-d, avaliou-se a area do perfil do GT, a area do
perfil dos corpos celulares dos neurdnios ganglionares e a densidade neuronal.
Uma avaliacdo qualitativa foi também realizada relativamente a
imunorreatividade dos neurbnios ganglionares a substancia P (SP) e ao
peptideo intestinal vasoativo (VIP). A densidade das CGS foi maior nos animais
jovens do que nos animais adultos e idosos. Verificou-se, qualitativamente, que
a medida que o animal envelhece ha uma diminuicdo das fibras colagenas do
tipo Ill, passando a predominar, nos animais idosos, as fibras do tipo I. A area
do perfil celular dos corpos neuronais foi maior nos animais adultos sendo que
em todos os grupos predominaram neurdénios de tamanho médio, com a area
do perfil celular entre 490 e 1100 um? A densidade neuronal apresentou-se
maior nos animais jovens, e sem variacfes estatisticas entre 0s animais
adultos e idosos. Em todos os grupos estudados, os neurbnios pequenos foram

0S que apresentaram maior imunorreatividade a SP e ao VIP.



Palavras-chave: Ganglio trigeminal. Envelhecimento. Células satélites gliais.
Fibras colagenas. Imunohistoquimica.



ABSTRACT

EUSTAQUIO-SILVA, R. Structural and quantitative evaluation of aging
process on trigeminal ganglion of Wistar rats. [Avaliacdo estrutural e
guantitativa dos efeitos do envelhecimento sobre o ganglio trigeminal de ratos
Wistar]. 2010. 107 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2010.

Aging is a progressive failure in cellular physiological processes. It determines
morphological changes in cells of different tissues. In the nervous system, a
reduction in neuron number and in neuron fibers, mainly in dendritic tree and
synaptic, are described. With aging the glial cells may increase or decrease in
number or also remain constant. In the present work the effects of aging were
evaluated on the trigeminal ganglion (TG) comparing young (2 months age),
adult (12 months age) and old rats (24 months age). Histological sections of TG
were stained with hematoxilin-eosin technique to determine the density of
satellite glial cells and Picro-sirius under polarized light to evaluate the Types |
and 1l of collagen fibers. The NADH-diaphorase technique allowed determining
the perycarion area. The immunoreactivity of ganglionar neurons to Substance
P (SP) and vasoactive intestinal peptide (VIP) were also qualitatively evaluated.
The glial cells density was higher in young and adult animals than in old
animals. The type | collagen fibers predominates in ganglia of old animals
whereas in the young animals is characteristic the presence of the type lli
collagen fibers. Although the perycarion area was higher in adult animals the
medium-sized neurons predominated in all groups. Their areas ranged from 490
to 1100 um?. It was also observed that the neuron density was higher in young
animals. In the adult and old animals the neuron density was similar. In all
groups the immunoreactivity both to SP an VIP was detected mainly in neurons

of small perycarion.

Keywords: Trigeminal ganglion. Aging. Satellite glial cells. Collagen fibers.
Substance P and vasoactive intestinal peptide.
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1 INTRODUCAO

A expectativa de vida do brasileiro, entre 1998 a 2008, passou de 69,66 para
72,86 anos, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE, 2009). Outro indicador, que demonstra o processo de envelhecimento
da populacao brasileira, € o aumento do indice de envelhecimento (obtido pela
divisdo do numero de idosos pelo numero de criangas), indicando para o ano
de 2050, uma média de 175 idosos para cada 100 criancas. O aumento da
populacdo idosa, em especial nos paises em desenvolvimento, ndo esta
atrelado, para a maioria dos individuos, a manutencdo de sua saude fisica e
psicolégica, o que remete a novos desafios aqueles que atuam nas diferentes

profissdes da area da saude.

Em acordo com as teorias do envelhecimento biolégico, com o aumento da
idade h& uma deterioracdo normal e progressiva das capacidades vitais.
Contudo, os limites entre a senescéncia — 0 processo de envelhecimento - e a
senilidade - definida como uma debilidade fisica e intelectual - séo
extremamente imprecisos, iniciando-se muitas vezes pelos mesmos caminhos.
Mesmo sabendo que a diminuicdo significativa de uma determinada populacéo
celular pode ter consequéncias funcionais importantes, podendo em caso de
células vitais levar o individuo & morte, ainda hoje a ciéncia esta longe de obter
respostas satisfatorias capazes de indicar o caminho correto entre a

intervencdo e 0 acompanhamento desses processos.

De todos os sistemas biolégicos, os efeitos do envelhecimento, tanto na parte
central quanto na parte periférica do sistema nervoso, sdo 0s que trazem
maiores prejuizos funcionais, refletindo-se por todo o organismo. LimitacOes
motoras, sensoriais e cognitivas restringem e até mesmo incapacitam o idoso

em suas relacdes com a familia e a sociedade.

A maioria dos estudos sobre o envelhecimento do sistema nervoso remete aos
processos patolégicos que acometem o cérebro, como a deméncia e a doenca

de Alzheimer, devido as maiores repercussdes que elas causam (SALLOWAY,



2009). Pesquisas também tém sido desenvolvidas na divisdo autbnoma do
sistema nervoso, mormente a parte parassimpatica, relacionando a perda
neuronal as alteragdes motoras ao longo do trato gastrintestinal (DE SOUZA et
al., 1993). Quanto aos nervos, tem sido descrito que, a medida que se
envelhece, hd um retardo na conducdo dos impulsos nervosos, resultando em
diminuicdo de sensag0es, reflexos lentos e, consequentemente, inabilidade em
realizar determinados movimentos (HECKMANN; LANG, 2006; FARAGHER,;
SHEERIN; OSTLER, 2009; WOOLEY, 2009). Existe, ainda, a necessidade de
se elucidar as repercussbes do processo de envelhecimento em estruturas
complexas como o sistema trigeminal, importante na vida de relagdo, uma vez

gue possui projecdes motoras e sensoriais em todas as regides da cabeca.

Dessa forma, considerando-se a funcdo do ganglio trigeminal na transducéo e
transmissao dos estimulos de dor, temperatura, pressao e tato das estruturas
profundas e superficiais da cabeca, e que alteracbes morfolégicas e
quantitativas das células nervosas decorrentes do processo de envelhecimento
podem acarretar uma série de alteracdes funcionais, o presente estudo avalia,
morfolégica e quantitativamente os efeitos desse processo nos componentes

do ganglio trigeminal de ratos Wistar.



1.1 OBJETIVOS

Com o uso de técnicas de disseccdo e microscopia de luz pretende-se avaliar,

no ganglio trigeminal de ratos Wistar jovens, adultos e idosos:

1- A morfologia e area do perfil dos ganglios trigeminais.

2- A arquitetura estrutural ganglionar representada pelo seu componente

colageno.

w
1

A imunorreatividade dos neurbnios ganglionares a substancia P e ao

polipeptideo intestinal vasoativo.

4- A area do perfil dos corpos neuronais.

5- A densidade dos corpos celulares dos neurdnios ganglionares.

(o))
1

A densidade das células satélites gliais presentes no ganglio trigeminal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo tem por objetivo fazer um resgate histérico da descricdo do nervo
trigémeo e do ganglio trigeminal, além de descrever a anatomia do ganglio no
homem e em alguns mamiferos, finalizando com um relato sobre os efeitos do

envelhecimento no sistema nervoso.

2.1 BREVE HISTORICO DOS COMPONENTES DO NERVO TRIGEMEO

Atribui-se a Claudio Galeno, médico grego que viveu provavelmente entre os
anos 129 a 200 (APUZZO, 2000), a primeira descricdo do nervo trigémeo
(STEINBERG, 2002). Ao identificar 10 dos 12 pares de nervos cranianos,
Galeno erroneamente acreditava que o V par era formado por outros dois pares
distintos, denominados por ele de terceiro e quarto pares (FLAMM, 1967;
SHAW, 1992). De maneira acertada, Galeno notara que o nervo trigémeo esta
envolto pelas camadas da dura-mater, porém nao fez nenhuma observacéo
acerca do ganglio trigeminal (GT). Andrea Vesalius (1510-1564), tanto em suas
ilustracbes (Figura 1) quanto em seu texto, ndo acrescentou nada de novo as
descricbes de Galeno, dividindo o V par da mesma maneira que seu
antecessor (FLAMM, 1967).

Contemporaneo de Vesalius, Bartolomeo Eustacchio [1513?-1574] produziu
uma série de desenhos (tdbuas), que ficaram perdidos e somente foram
publicados cerca de 150 anos apds sua morte pelo médico italiano Giovanni
Maria Lancisi (1654-1720) (ANDRETTA, 2009). A origem aparente do nervo
trigtmeo com seus trés ramos foi evidenciada claramente na tadbua XVIII,

porém sem destaque para a presenca do GT (Figura 1). Infelizmente,



Eustacchio faleceu antes de terminar o texto que acompanharia suas
ilustragbes (LORIAUX, 2007), todavia seus desenhos permaneceram entre 0s
mais acurados até meados do século XVIII (KARLAN, 1980).

Descricdes mais detalhadas acerca do V par e seus trés ramos foram
realizadas por Gabrielle Falloppio (1523-1562) e permaneceram atuais até
meados do seéculo XVII. Contudo, o nervo trigémeo foi erroneamente
considerado por Falloppio como o terceiro par craniano (FLAMM, 1967; SHAW,
1992).

No século XVII, Thomas Willis (1621-1675) descreveu o0 nervo trigémeo e seus
ramos de forma mais detalhada que seus antecessores. Sua maior contribuicdo
foi nomear as estruturas trigeminais de maneira mais acertada; denominou,

pela primeira vez, o nervo trigémeo como o V par craniano (FLAMM, 1967).

Na bibliografia a que se teve acesso, as primeiras ilustracées (Figura 1) e
descricbes do GT encontram-se na obra Neurographia Universalis do
anatomista francés Raymundi Vieussens (1641-1715), localizando-o0 em uma
“fovéola” no osso temporal. Vieussens utilizou a denominacdo ganglioformi
semilunari e estabeleceu suas relagdes anatdmicas com a artéria carétida
interna e o seio cavernoso (VIEUSSENS, 1775).

Atribui-se a Jacques-Bénigne Winslow (1669-1760) o pioneirismo na utilizacao
do termo nervo trigémeo para denominar o V par craniano (WINSLOW, 1754).
Entretanto, foi Johann Friedrich Meckel (1781-1833), com a publicacdo do
Dissertatio inauguralis medica anatomico physiologica de quinto pare nervorum
cerebri, quem forneceu as mais precisas informacdes acerca desse nervo,
nomeando pela primeira vez os seus trés ramos: n. oftalmico, n. maxilar

superior e n. maxilar inferior (FLAMM, 1967).

O anatomista vienense Raimund Balthasar Hirsch [1743-18--] atribuiu ao
ganglio semilunar o eponimo ganglio de Gasser em homenagem a Lorenz
Gasser (1723-1765), seu professor de anatomia na Universidade de Viena.

Essa nomenclatura perdurou até o século XX (BUCK, 1920).
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Figural — Primeiras ilustracbes do V par craniano e do GT. A, Vesalius (De Humanis Corpori
Fabrica. Basil, 1553); B, Eustacchio (Tabulae anatomicae. Roma, 1714); C, Willis
(Cerebri anatome: cui accessit nervorum descriptio et usus. Amsterdan, 1666); D,
Vieussens (Neurographia universalis. Toulouse, 1775)



A descricdo das duas raizes constituintes do V par craniano foi realizada na
obra Observationes anatomicae de quinto pare nervorum encephali (Figura 2)
de Heinrich August Wrisberg (1739-1808), de 1777. Nessa publicagao, foram
descritas pela primeira vez (FLAMM, 1967) as duas raizes do nervo trigémeo,
que o autor denominou de divisdo supero-anterior menor e divisdo
inferoposterior maior. Wrisberg denominou o GT de intumescéncia semilunar e
descreveu o ganglio como sendo formado por uma rede de filamentos nervosos
(WRISBERG, 1777).

Em 1779, o anatomista e fisiologista George Prochaska (1749-1820) publicou
em seu tratado, o De Structura Nervorum, uma das primeiras descrigdes mais
detalhadas acerca do GT (Figura 2) e de seus trés ramos (JANNETTA, 1967).
Posteriormente, em 1784, Prochaska relatou uma semelhanca entre o nervo
trigtmeo e 0s nervos espinais, questionando o porqué de a grossa raiz
trigeminal, assim como a raiz posterior dos nervos espinais, possuirem uma
intima relagdo com um ganglio, enquanto a pequena raiz motora do n.
trigémeo, assim como a raiz anterior dos nervos espinais, nao se relacionarem
a nenhum ganglio (KRUTA, 1962). Prochaska atrelava essa relacdo anatdbmica
a diferentes sentidos de conducao nervosa, teoria comprovada e publicada em
1811 por Sir Charles Bell (1774-1842) no New Anatomy of the Brain
(CLIFFORD, 20086).

Em 1896, o anatomista e cirurgido alemao Fedor Krause (1857-1937)
destacou-se como o idealizador de técnicas inovadoras de ressec¢cdo do GT
(Figura 2) como tratamento para as nevralgias trigeminais (ROSEGAY, 1992).
Utilizou o termo “plexo triangular” para denominar o GT e seus trés ramos
(JANNETTA, 1967).



Figura 2 - llustracGes acerca dos primoérdios da anatomia dos componentes do V par craniano. A,
Prochaska (De Structura Nervorum. Viena, 1779); B, Wrisberg (Observationes
anatomicae de quinto pare nervorum encephali. Gottingae, 1777); C, Bell (The anatomy
and physiology of the human body. Londres, 1829); D, Krause (Chirurgie du cerveau et
de la moelle épiniere. Paris, 1912)



2.2  ANATOMIA DO GANGLIO TRIGEMINAL NO HOMEM

De acordo com os classicos Testut (1930) e Williams (1995), o nervo trigémeo
tem sua origem aparente no encéfalo, na porcao lateral da face anterior da
ponte, medialmente ao pedunculo cerebelar médio. Essa origem se faz por
duas raizes: uma anteromedial, volumosa e funcionalmente sensorial e a outra
delgada, de situacdo posterolateral e funcionalmente motora. Juntas, as duas
raizes assumem direcdo anterior e ligeiramente lateral, cruzam a margem
superior da parte petrosa do osso temporal, relacionando-se inferiormente com
0 seio petroso superior. Neste ponto, a raiz motora muda de direcdo e
relaciona-se, agora, com a face inferior da raiz sensorial. Continuando em seu
trajeto anterior, as duas raizes atravessam uma larga chanfradura, a incisura
do nervo trigémeo, que transforma-se em um forame ovalado pelo tentério do
cerebelo, por onde o V par penetra na cavidade trigeminal. Esse espaco,
situado entre as duas camadas da dura-mater, se prolonga e se dilata no
sentido antero-inferior, para acomodar o GT e seus trés ramos. A parede
inferior da cavidade trigeminal é delgada e relaciona-se com a face lateral do
seio cavernoso; jA a parede superior é espessa e reforcada por fibras

provenientes do tentério do cerebelo.

Em sua porcao anterior, a cavidade trigeminal apresenta trés prolongamentos
gque acompanham os trés ramos do GT até suas respectivas emergéncias
cranianas, ou seja, a fissura orbital superior e os forames redondo e oval. Sua
relacdo lateral, de anterior para posterior se faz com a parede lateral do seio
cavernoso e a face anterior da parte petrosa do 0sso temporal, proximo ao seu
apice; inferiormente relaciona-se com uma fibrocartilagem, que oblitera o

forame lacerado.

O GT néo se adere ao assoalho da cavidade trigeminal, porém esta
intimamente conectado ao teto dessa cavidade através de seus angulos de

onde partem tratos fibrosos, que constituem uma série de ligamentos laterais.



O GT contido na cavidade trigeminal repousa sobre uma concavidade 0ssea
denominada impresséo trigeminal, situada em uma profundidade de 4,5 a 5,0
cm a partir da extremidade posterior do arco zigomético. Com aspecto de meia
lua, sua convexidade direciona-se antero-inferolateralmente, sendo visiveis na

sua superficie os fasciculos nervosos entrelacados que o constituem.

De superior para inferior e no sentido lateromedial, a parede lateral do seio
cavernoso separa o GT dos nervos oculomotor, troclear e abducente, bem
como da artéria cardtida interna. Antero-inferiormente o GT estabelece
relacbes com 0s nervos petrosos, maior, menor e profundo, sendo que a raiz

motora do nervo trigémeo esta situada inferiormente ao ganglio.

2.3 ANATOMIA DO GANGLIO TRIGEMINAL NOS MAMIFEROS EM GERAL

Animais vertebrados como os ciclostomos e as serpentes caracterizam-se por
apresentar um GT separado em duas partes: uma oftalmica e outra maxilo-
mandibular (KEREM et al., 2005). Quanto aos mamiferos, o GT apresenta-se
como Unico, assumindo a seguinte organizacdo somatotépica no sentido
lateromedial: divisdo oftalmica anteromedial, divisdo mandibular posterolateral
e divisdo maxilar interposta entre as precedentes (NEAL; RAND, 1936;
MARFURT, 1981; KEREM et al., 2005).

Nos equinos, o GT de morfologia ovéide, sobrepde-se a parte rostrolateral do
forame lacerado, num espaco denominado occipito-esfenotemporal (BRUNNI;
ZIMMERL, 1947). Nesse espaco, o GT encontra-se parcialmente encaixado na
massa de tecido fibroso denso, que ocupa o forame, exceto onde ha os vasos
e nervos que o atravessam. De superficie irregularmente estriada como no
homem, seu longo eixo, de aproximadamente 2,5 cm de comprimento, esta
direcionado rostromedialmente; de sua face rostral, convexa, partem 0s seus
trés ramos (GETTY, 1986).



Nos ruminantes, o GT, volumoso e de formato alongado, ocupa a parte caudal
do sulco dos nervos oftalmico e maxilar do osso basisfenoidal e situa-se, em
parte, sobre a entrada do forame oval. Est& recoberto pela dura-mater e a ela
aderido firmemente, sendo limitado medialmente pela parede lateral do seio
cavernoso e pela rede admiravel epidural rostral. De sua superficie rostral,
origina-se um grande tronco, que é comum aos nhervos oftdlmico e maxilar,
sendo que o nervo mandibular tem origem na sua face ventral.

Nos carnivoros, o GT, largo e achatado dorsoventralmente, situa-se em uma
pequena depressdo na face dorsal do osso basisfenoidal, lateralmente a sela
turcica (GETTY, 1986).

Nos ratos, o GT apresenta as divisdes oftadlmica e maxilar fusionadas enquanto
que, lateral a elas, a divisdo mandibular é claramente distinguida (WAITE,

2004).

2.4 ESTRUTURA DOS GANGLIOS CEREBRO-ESPINAIS

Ganglios nervosos sdo encontrados associados aos nervos autdbnomos
(ganglios autbnomos ou vegetativos), a raiz dorsal dos nervos espinais
(ganglios espinais) e as raizes sensoriais dos nervos cranianos trigémeo, facial,
vestibulococlear, glossofaringeo e vago (ganglios cerebrais). No interior dos
ganglios, sdo encontrados os corpos (pericarios) das células nervosas com
seus respectivos prolongamentos e, em alguns casos, como no GT, fasciculos
de fibras nervosas mielinicas e amielinicas provenientes de pericarios
localizados em outras regides da parte central do sistema nervoso (SNC). Os
tipos neuronais encontrados nesses ganglios sdo, multipolar (autbnomos) e
pseudo-unipolar (cérebro-espinais), exceto nos géanglios vestibular e coclear,
onde o0s neurbnios sao bipolares (TESTUT, 1930; WILLIAMS, 1995;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).



Em relacdo aos ganglios cérebro-espinais, os autores classicos os descrevem
como sendo revestidos por uma capsula de tecido conjuntivo denso,
semelhante e continuo com o perineuro e o epineuro que reveste 0s nervos; ja
o0 endoneuro permeia o ganglio apoiando suas células nervosas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1974; WILLIAMS, 1995).

Os neurdnios pseudo-unipolares aparecem na neurogénese sob a forma de
neurdnios bipolares, com um ax6nio e um dendrito destacando-se de
extremidades opostas do pericario. Durante o desenvolvimento, os dois
prolongamentos se aproximam e se fundem em um pequeno percurso, proximo
ao pericario (MATSUDA et al.,, 1998; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). O
processo dendro-axdnico formado € curto, sendo que, proximo ao corpo
neuronal, divide-se em um prolongamento periférico e outro central. O
prolongamento periférico carreia estimulos captados por receptores sensoriais,
transmitindo-os diretamente para o prolongamento central. Funcionalmente, o
prolongamento periférico € um dendrito, porém, com propriedades estruturais
de um axoénio (HAM, 1991; WILLIAMS, 1995; MACHADO, 2000; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2004).

No estroma ganglionar, encontra-se uma grande quantidade de células
satélites, mastécitos e uma densa rede vascular, cuja permeabilidade varia
entre as espécies (WILLIAMS, 1995).

As células de sustentacdo podem expressar dois fenoétipos diferentes,
dependendo da parte do neurénio com que se relacionam (MACHADO, 2000).
Assim, ao envolverem os ax6nios, sdo denominadas de células de Schwann ou
células do neurilema (HAM, 1991; MACHADO, 2000); quando envolvem os
pericarios, recebem a denominagéo de anficitos (REBOLLO, 1973; MACHADO,
2000), células satélites gliais (WILLIAMS, 1995; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2004; OHARA et al., 2009), gliécitos ganglionares (WILLIAMS, 1995) ou
células capsulares (REBOLLO, 1973; HAM, 1991).

As células satélites gliais (CSG) sédo responsaveis por formar uma camada
celular que envolve cada pericério. O conjunto CSG + pericario, por sua vez, é

envolto por uma delgada camada de tecido conjuntivo, o0 endoneuro



(REBOLLO, 1973; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1974; WILLIAMS, 1995;
VELZEN, 2009).

Cada corpo neuronal possui seu proprio envelope (ou bainha), que consiste de
inumeras CSG, constituindo uma unidade morfolégica e, provavelmente
funcional distinta. Tais unidades sdo separadas por regides contendo tecido
conectivo, podendo formar, em alguns casos, pequenos grupos de duas ou trés
células encapsulados por um tecido conjuntivo unico. Essa disposicdo é mais
frequentemente encontrada em animais jovens (PANNESE et al., 1996;
HANANI, 2005).

A distancia entre as superficies das CSG e de um corpo neuronal €
extremamente reduzida, sendo da ordem de 20 nandmetros. Os neurdnios
emitem numerosos processos delgados, normalmente ajustados as
invaginacdes das CSG, aumentando a area da superficie neuronal em cerca de
30 a 40%, o que permite uma troca metabdlica mais eficaz entre esses dois
tipos celulares (PANNESE, 1981, 2002).

Funcionalmente, as CSG sdo analogas aos astrocitos do SNC, uma vez que
ambos o0s tipos celulares estdo estreitamente relacionados ao pericario,
carreando neurotransmissores e regulando a concentracdo de ions no espaco
extracelular. Contudo, ap6s uma avaliagdo ultra-estrutural, Pannese (1981) e
Mamoru, Masayuki e Shigeji (2009) concluiram que as CSG constituem um tipo

distinto de glia ndo inteiramente similar aos astrécitos.

2.5 EFEITOS DO ENVELHECIMENTO NAS ESTRUTURAS DO SISTEMA
NERVOSO

Define-se o envelhecimento como uma falha progressiva nos processos de
defesa e de reparo do organismo, produzindo uma diminuicdo na capacidade

fisiologica celular, com prejuizo da homeostase, até a faléncia total dos 6rgéos



(FARAGHER; SHEERIN; OSTLER, 2009). Segundo Strehler e Mildvan (1960),
o envelhecimento € um processo universal, pois atinge todos os membros de
uma populacdo; progressivo, por ser continuo e ndo determinante de morte
repentina; intrinseco, pois o distingue da morte causada por fatores exteriores;
degenerativo, dando a ideia de que o envelhecimento esta associado as

possibilidades crescentes de morbidade e mortalidade.

Os efeitos estruturais do envelhecimento tém sido descritos nas diferentes
partes do organismo e, em especial, no sistema nervoso. Assim, no SNC, o
envelhecimento do cérebro é caracterizado por uma diminuicdo de seu peso e
volume, particularmente mais evidente apés a 5% década de vida. Essa atrofia
esta presumivelmente associada com alteracdes da substancia cinzenta e da
substancia branca, correlacionada a uma diminuicdo no nimero de neurdnios e

degeneracédo das fibras mielinicas (CONDE, 2006).

O envelhecimento € um processo que ocorre de maneira diferenciada nas
distintas areas do cérebro, sendo dependente do estilo de vida de cada
individuo; ele provoca alteracdes na densidade de volume do tecido cerebral,
na morfologia dos neurdnios e na dindmica de diversos neurotransmissores
(MORA; SEGOVIA; DEL ARCO, 2007).

Em 1955, Harold Brody relatou uma perda normal de cerca de 50% dos
neurdnios corticais em individuos idosos, hipotese que perdurou até a década
de 90 quando Pakkenberg e Gundersen (1997), utilizando o dissector,
analisaram 94 cérebros humanos e observaram 9,5% de perda neuroral cortical
(ZHANG et al., 2009).

Em estudos com ressonancia magnética, ha um consenso de que o
envelhecimento esta associado a uma reducdo no volume cerebral, incluindo o
cortex, assim como ha uma expansao do sistema ventricular (KRUGGEL, 2006;
FJELL et al., 2009) e do espago subaracnoideo (ESIRI, 2007). Entretanto, ha
evidéncias de que sua reducdo ndo € uniforme e uma significativa
heterogeneidade dos efeitos da idade é observada em diferentes regides

corticais (SALAT et al., 2004).



No cortex cerebral de humanos foi demonstrada uma diminuicAo em sua
espessura em diferentes areas, atingindo o seu grau maximo no cortex dos
giros frontal superior e inferior, bem como na parte superior do lobo temporal.
As areas corticais menos afetadas foram o giro temporal inferior e a regido
anterior do giro do cingulo (FJELL et al., 2009). Para Grieve et al. (2005) e
Kalpouzos et al. (2009) hd uma maior deterioracao estrutural do cortex do lobo
frontal do homem, sendo que &reas como o hipocampo e o giro do cingulo sao
menos afetadas. Desse modo, esses autores acreditam que as primeiras
regides filogenéticas e ontogenéticas a aparecerem sS80 as mais resistentes

aos efeitos da idade.

Wang et al. (2009), ao compararem ratas Wistar jovens (2 meses) e idosas (30
meses), observaram uma reducdo de cerca de 20% na espessura das
camadas corticais sensitiva e motora dos animais idosos. Ao determinarem a
densidade neuronal das camadas Il e VI, ndo verificaram diferencas

significativas entre os grupos.

Avaliando o cortex cerebral de ratos Long-Evans, jovens, de meia idade e
idosos, Zhang et al. (2009) ndo encontraram diferencas entre os trés grupos no
que se refere ao volume total das fibras mielinicas. Nos animais idosos,
verificaram um decréscimo acentuado no volume cortical e no comprimento das
fibras mielinicas, comparados aos outros grupos. Concluiram que essas
diferencas séo sugestivas de perda das fibras mielinicas de pequeno diametro

com o envelhecimento.

Esiri (2007) observou uma diminuigéo sutil no tamanho do corpo neuronal com
o envelhecimento, particularmente no cortex cerebral, refletindo uma
diminuicdo das arborizagbes dendriticas, embora relate, um aumento em

alguns dendritos para compensar a perda de outros.

Em relacdo as espinhas sinapticas, Bhatt, Zhang e Gan (2009) observaram um
grande desenvolvimento na vida poés-natal, permanecendo relativamente
constantes na idade adulta, até uma perda relacionada ao envelhecimento.

Entretanto, esses resultados, tomados de tecidos fixados pds-morte, impedem



a determinacdo do seu comportamento dinamico, uma vez que as espinhas
estdo em continuo processo de remodelagdo, sugerindo que essa diminui¢ao
relaciona-se a um aumento na eliminagdo das espinhas existentes ou a uma
diminuicdo na adicdo de novas espinhas, podendo ainda ser uma combinacéo

desses dois processos.

Ultra-estruturalmente, Nosal (1979) observou alteracbes intracelulares
significativas nos neurbnios do cortex cerebelar de ratos idosos,
particularmente nos nucléolos e nos ribossomos livres. Alteragdes semelhantes
foram também descritas em neurdnios do cortex cerebral de humanos idosos,
gue apresentaram uma diminuicdo no tamanho de seus nucleos e na textura
dos nucléolos (SPOERRI; GLEES; SPOERRI, 1981). Tais alterag6es foram
ainda encontradas por Buschmann e Lavelle (1981) nas células piramidais da
camada V do cortex cerebral de hamsters idosos. Com o envelhecimento da
célula nervosa, h4 um acumulo de material biolégico em seu citoplasma,
representado principalmente pela lipofucsina, pelas mitocondrias defeituosas e
por agregados citoplasmaticos de proteina, aumentando assim, o esforco
oxidativo celular que realca o dano as mitocondrias e aos lisossomos, levando
a apoptose celular (TERMAN; GUSTAFSSON; BRUNK, 2007).

Relativamente a substancia branca, hd uma diminuicdo progressiva do seu
volume a partir da 5% década de vida, progredindo mais rapidamente apos os
60 anos de idade (HSU et al., 2010) com perdas de 27 a 37% em sua massa,
sugerindo que o processo de envelhecimento altera, em maior escala, a
substancia branca que a substancia cinzenta (PIGUET et al., 2009). A regido
mais afetada € o lobo frontal, o que contribui para os declinios da meméria, das
funcdes executivas e na velocidade de processamento de informacodes
(GUNNING-DIXON et al., 2009).

Peters, Verderosa e Sethares (2008) observaram no cortex visual primario de
macacos Rhesus, um aumento de cerca de 50% do numero de
oligodentrocitos, ndo tendo sido encontrada nenhuma alteracdo, quanto ao

namero, nos astrécitos e na microglia.

Na divisdo autdbnoma do sistema nervoso (SNA) De Souza et al. (1993);

Meciano Filho, Carvalho e De Souza (1995) e Gomes, De Souza e Liberti
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(1997) observaram, respectivamente, no plexo mioentérico do intestino
delgado, do es6fago e do intestino grosso, em humanos, uma perda neuronal
de cerca de 38%. Além da diminuicdo do niamero de neurbnios, os autores
verificaram alteracdes referentes aos componentes colageno e elastico da
capsula ganglionar. Tais dados apontam, segundo Phillips, Pairitz e Powley
(2006), para um mecanismo de mal funcionamento do intestino, & medida que
0 processo do envelhecimento progride. Akamatsu, De Souza e Liberti (1999),
estudando o plexo subepicardico de ratos idosos, verificaram uma diminuicéo
drastica do numero de neurénios, da ordem de 75%. Em estudos realizados
com o ganglio cervical superior de humanos jovens, adultos e idosos,
comprovou-se nestes Ultimos, a ocorréncia de alteracdes morfoldgicas. Assim,
as fibras mielinicas decresceram em numero, sendo que o pericario do grupo
idoso apresentou um aumento em sua area e uma consequente elevacao de
lipofucsina. Essas mudancas provavelmente alteram a capacidade de
funcionamento, plasticidade e regeneracdo dos neurdnios localizados no

ganglio cervical superior (LIUTKIENE et al., 2007).

Na parte periférica do sistema nervoso (SNP), Martinelli et al. (2006), em
estudos realizados em ganglios espinais de coelhos jovens, adultos e idosos,
verificaram que o numero de CSG nédo variou de maneira significativa nos
animais jovens e adultos, decrescendo, porém, de maneira significativa nos

animais idosos.

Avaliando as CSG dos ganglios espinais de coelhos idosos, sob microscopia
eletrbnica de transmisséo, Ledda et al. (2003) notaram uma diminuicao drastica
no volume ocupado pelo complexo de Golgi, sugestivo de uma diminuicao das
funcbes metabdlicas dessas células, em virtude do decréscimo da atividade
celular neuronal. Sob esse aspecto, Seress, Szoke e Czeh (2002), ao
analisarem as organelas citoplasmaticas dos neurdnios e das CSG do GT de
ratos jovens e adultos, j& haviam descrito alteragdes mitocondriais apenas nas
células do tipo B, nado havendo alteracbes nas outras estruturas
citoplasmaticas. Concluiram que tais alteracdes, com o aumento da idade,
podem contribuir para um aumento de distirbios sensoriais nas fases mais

tardias da vida.
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3 MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 15 ratos machos da linhagem Wistar (Ratus norvegicus),
pertencentes ao biotério do Departamento de Anatomia do ICB/USP. De
acordo com a idade, os animais foram divididos nos grupos: Jovem (J; n=5),
constituido por animais com dois meses de vida; Adulto (A; n=5), formado por
animais com doze meses de vida; Idoso (I; n=5), constituido por animais com

24 meses de vida.

Os animais dos grupos J, A e | foram mantidos em gaiolas apropriadas de
polipropileno e receberam racdo’ e agua sem restricbes. As caixas foram
mantidas em salas com temperatura entre 23 °C e 25 °C e ciclo claro/escuro de

12 horas, ambos artificialmente controlados.

3.1 EUTANASIA E DISSECCAO BILATERAL DO GANGLIO TRIGEMINAL

Apoés pesagem (para valores ver Tabela 1), os animais dos trés grupos foram
eutanasiados com solucéo de Hypnol? a 3% (Pentobarbital sédico - 30mg/kg de
massa corporal) injetado intraperitonealmente. Em seguida, realizou-se uma
incisdo sagital, proximo a linha mediana, na regido da calvaria, iniciada na pele
e atravessando as camadas estratigraficas da regido até a completa exposicéo
de seus 0ssos constituintes. A osteotomia da calota craniana foi realizada com
0 auxilio de um alveolétomo respeitando-se uma linha transversal, paralela e

superior a0 meato acustico externo, expondo-se assim o cérebro que foi

! NUVILAB — Nuvital Nutrientes S/A
2 Fontovener — Divisdo Veterinaria de Cristalia - Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.



afastado com uma espatula metalica n°1® e desconectado, dos dois primeiros
pares de nervos cranianos, através de uma incisdo coronal realizada com um
bisturi. Seccionando-se transversalmente a ponte, superior & origem aparente
do nervo trigémeo no tronco encefalico, removeu-se a parte do encéfalo
superior a ela, o que permitiu 0 acesso a fossa média na base do cranio, onde
se situa o GT, visivel por transparéncia da dura-mater que o recobre. Os
passos desse procedimento estéo ilustrados na figura 3.

Com o auxilio do alveolétomo, removeu-se a crista e 0 apice da parte petrosa
do osso temporal, de ambos os lados, com a finalidade de promover um
acesso direto ao nervo trigémeo. Apés desconectar, com o0 auxilio de um
bisturi, o V par craniano da face ventral da ponte (com a consequente retirada
dessa estrutura junto com o restante do tronco encefalico), foram realizados
dois cortes sagitais com cerca de 15 mm de comprimento e 5 mm de
profundidade: o primeiro margeou a face medial do GT e dos nervos maxilar e
oftdlmico; o segundo a face lateral dessas mesmas estruturas. No trajeto da
incisdo lateral, seccionou-se o nervo mandibular, que se destaca do ganglio e
corre, obliguamente, em direcéo rostrolateral. Seccionando-se
transversalmente 0s nervos oftadlmico e maxilar, limitou-se o conjunto de
estruturas relacionadas ao GT, que foi retirado num bloco com seus envoltérios
conjuntivos e 0sso subjacente, através de um ultimo corte transversal na base

do cranio, paralelo ao plano orbitomeatico (Figuras 3 e 4).

Os blocos relativos aos ganglios trigeminais do lado direito (GTD) e esquerdo
(GTE) foram colocados em uma placa de Petri, contendo solucéo fisiolégica de
cloreto de sodio a 0,9%% e submetidos & microdisseccdo sob lupa
estereoscopica’, utilizando-se de pincas e tesouras oftalmoldgicas®, com o

intuito de retirar os envoltorios conjuntivos e 0 0sso adjacente (Figura 4).

¥ SSWhite — Duflex instrumental.

* Laboratério Tayuyna — S&o Paulo, Brasil.

> Carl Zeiss Microimaging - Stemi SV6. Alemanha.
® petrovich Instrumental Cirdrgico, Brasil.
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Figura 3 - Sequéncia de disseccdo do GT de animal do grupo A em vista dorsal. A, mesa cirdrgica; B,
exposicdo da calota craniana (1,5x); C, ap0s osteotomia, vista da face dorsal do encéfalo (1,5%);
D, apds seccdo transversal no n. optico (a) e na ponte (b), e posterior retirada do cérebro,
visualiza-se 0 apice da parte petrosa do temporal (c) recobrindo o n. trigémeo; E, apds
osteotomia deste acidente dsseo, vé-se a origem aparente do V par (d); F, seccdo transversal do
V par préximo a sua origem aparente na ponte e retirada do restante do encéfalo
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Figura 4 - Sequéncia de dissec¢do do GT de animal do grupo A em vista dorsal. A, incisdo sagital (a) paralela
a face medial do GT; B, incisdo sagital (b) paralela a face lateral do GT; C, seccdo transversal (c)
do n. oftadlmico e n. maxilar; D, apés corte transversal na base do créanio, visualiza-se todo o bloco
6sseo contendo o GT e seus envoltorios; E, observa-se o GT ap0s a retirada dos envoltorios
conjuntivos; F, aspecto final do complexo trigeminal onde visualiza-se o n. trigémeo (a), 0 GT (b) e
0s nervos, oftdlmico (c), maxilar (d) e mandibular (e), todos seccionados



3.2 MICROSCOPIA DE LUZ

Os espécimes (GTD e GTE), foram retirados do soro fisiolégico, secos em
papel de filtro absorvente’ e fixados em uma base de cortica utilizando-se meio
de inclusdo apropriado para criosseccéo®. A fixacdo foi realizada de tal modo
gue o longo eixo do GT ficou paralelo ao plano da base, a fim de ser submetido
a cortes tangenciais. Os espécimes assim preparados foram mantidos durante
20 minutos em camara de um criostato® a uma temperatura de -25 °C, com a

finalidade de permitir a solidificagdo do meio de incluséo.

3.2.1 Selecdo das Laminas Para a Coloracdo Pelos Métodos da

Hematoxilina e Eosina e da Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Diaforase

Para cada espécime foram obtidos cortes semisseriados de 8 um de
espessura, do GTD, distribuidos em 8 laminas histologicas respeitando-se o
seguinte padrdo: nas laminas 1 e 2 foram depositados, respectivamente, o
primeiro e o segundo cortes, o terceiro e 0 quarto cortes e assim
sucessivamente até o preenchimento das mesmas, que acomodaram, em
média, 20 cortes cada. O mesmo procedimento foi realizado para as laminas 3
e4,5e6e7e8. As laminas de numeracao par foram utilizadas para a técnica
de coloracéo rotineira da hematoxilina e eosina (HE) com o objetivo de
evidenciar e contabilizar as células da glia (BEHMER; TOLOSA; FREITAS
NETO, 1976), enquanto as laminas de numeracdo impar foram utilizadas para

a técnica histoquimica da nicotinamida adenina dinucleotideo diaforase (NADH-

7 J. Prolab, Inddstria e Comércio de Produtos para Laboratério Ltda.
8 Killik, EasyPath (EP-51-20081).
% Leica Microsystems, Germany (CM 1850).



d), que evidencia a utilizacdo de metabdlitos do ciclo de Krebs da cadeia
respiratéria nas mitocondrias (GABELLA, 1969).

A metodologia de se empregar apenas o GTD levou em consideracdo a
inexisténcia de assimetria entre os lados, de acordo com Lagares e Avendaio
(2000).

Para selecdo dos cortes, utilizou-se apenas aqueles onde houvesse uma
continuidade de corpos neuronais em toda a extensdo do GT como demonstra
a figura 13 nos itens a, b e ¢, descartando os cortes onde a continuidade dos
pericarios ndo fosse observada (Figura 13, d ) ou mesmo aqueles cortes que ja
nao mais apresentassem o anexo mandibular ganglionar (Figura 13, e, f, g e
h).

De acordo com essa metodologia, selecionou-se em média 8 cortes para cada
animal. Havendo mais de 8 cortes passiveis de utilizacdo, optou-se por
descartar os excedentes, selecionando os 4 cortes mais ventrais e os 4 cortes
mais dorsais, eliminando o restante, que em todos 0s animais de cada grupo
nao excedeu mais que 3 cortes. Cada um desses 8 cortes foram utilizados nas

técnicas descritas a seguir.

3.2.2 Técnica Histoquimica da NADH-d

Depositou-se em quatro laminas de cada animal, selecionadas como descrito
no item anterior, solugcéo de Krebs'® (pH 7.3, 0,1M) suficiente para encobrir
cada corte. Apdés 20 minutos, as laminas foram escorridas e recobertas durante
5 minutos, novamente com uma solugcéo de Krebs, agora contendo 0,3 ml de
Triton X-100*. Apés trés lavagens, durante 10 minutos, em solucdo de Krebs,

depositou-se sobre os cortes um meio de incubagéo preparado da seguinte

19 para formula ver anexo A.
1 Roche, Philadelphia, USA (11 332 481 001).



forma: PBS™ (75 ml), 4gua destilada (25 ml), B-NADH™® (0,05 gr) e NBT"
(0,0125 gr). A reacao foi monitorada com o auxilio de uma lupa estereoscopica
e, apos um tempo médio de noventa minutos, as laminas foram lavadas,
durante um periodo de 10 minutos, por trés vezes com solucdo de Krebs. As
laminas foram montadas com laminula, tendo como agente de fixacdo o

Entellan®.

3.2.3 Técnica Histoldgica do Picro-Sirius

Para esta técnica, foram utilizados os GTE de trés animais de cada grupo (J, A
e |) escolhidos de maneira aleatéria. As laminas e cortes foram preparadas e
selecionadas de acordo com a metodologia descrita no item 3.2.1, sendo
utilizadas as laminas de numeracao par, que posteriormente foram submetidas
as rotineiras técnicas histologicas para diferenciacdo, sob luz polarizada, das
fibras colagenas dos tipos | e Il (MONTES; JUNQUEIRA, 1991).

3.24 Técnica Imunohistoquimica da Substancia P e do Peptideo
Intestinal
Vasoativo

Estas técnicas foram aplicadas em um GTE de cada grupo, escolhido de

maneira aleatdria, entre os animais de cada grupo. As laminas foram

12 para férmula ver anexo B.

13 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA (N6005).
4 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA (N15405).
15 Merck - Darmstadt, Alemanha (107960).



preparadas de acordo com a metodologia descrita no item 3.2.1, sendo
utilizada a lamina 3 para a imunorreatividade a substancia P (SP), e a lamina 4
para a imunorreatividade ao peptideo intestinal vasoativo (VIP). Durante um
periodo de 10 minutos, as laminas foram lavadas por trés vezes com uma
solucéo de PBS (pH 7.3) e em seguida incubadas, em camara umida, em soro
de cabra'® a 10%, por um periodo de duas horas. A incubacdo com os
anticorpos primarios anti VIP*® ou anti SP*®, na proporcéo de 1:200, procedeu-
se por um periodo de 24 horas a 4 °C. Apés nova lavagem em PBS (trés vezes
consecutivas durante 10 minutos), as laminas foram incubadas com anticorpo
secundario® durante 1 hora em camara escura. As laminas foram montadas
com uma laminula, tendo como agente de adesdo o glicerol tamponado®®, e

mantidas a 4 °C e ao abrigo da luz, até o momento de sua analise.

3.3 ANALISE QUANTITATIVA

Colhe e prepara os dados numéricos referentes a area do perfil do GT, a area
do perfil dos corpos celulares dos neurbnios ganglionares e a densidade

neuronal e das CSG obtidos para os diferentes grupos — J, A, I.

3.3.1 Areado Perfil do Ganglio Trigeminal

Do total médio de 80 cortes por animal (4 laminas) preparados pela técnica
histoquimica da NADH-d, determinou-se a area do GT em 8 cortes

16 Bachem — Peninsula Laboratories, USA.



selecionados como descrito no item 3.2.1. Tal procedimento foi realizado sob
lupa estereoscépica com uma camera acoplada’’, objetivando a captura das
imagens, que apds serem transmitidas para um computador munido de um

programa especifico®, permitiu avaliar a &rea de cada corte em mm?.

3.3.2 Areado Perfil dos Corpos Neuronais

Foi determinada nos cortes corados pelo método histoquimico da NADH-d, cuja
selecao (laminas, cortes e campos) encontra-se descrita no item 3.2.1 . Sobre
cada imagem, na tela do computador, foi adaptado um sistema teste
constituido de 10 retas de 6 cm de comprimento, distribuidas em quatro fileiras
equidistantes 4 cm entre si, sendo trés retas na primeira e terceira fileiras, e
duas na segunda e quarta fileiras. Cada reta foi aleatoriamente numerada de 1
a 10 e adotou-se como critério de selecdo um numero de 3 neurdnios por
imagem, que tangenciavam ou eram cortados por essas retas, sendo que
apenas 0S COrpos neuronais que apresentavam o nucleo definido eram
assinalados. No caso de existirem mais neurdnios nessas condi¢cdes, optou-se
por mensurar, a principio, aqueles que tocavam a reta numero 1, seguido dos
neurdnios que tocavam as retas subsequentes (1, 6, 5, 8,4, 7,9, 3, 10 e 2) até
contabilizar o nimero estipulado de 3 neurbnios para cada campo. Caso no
proximo campo existissem mais de trés corpos neuronais tocando as retas,
repetia-se o mesmo procedimento iniciando-se agora pela reta de niumero 2, e
assim sucessivamente para todos os outros campos, conforme ilustra a figura
5. Para cada animal foi mensurado a &rea de 120 neurénios, em pm?
totalizando 600 pericarios medidos por grupo, com o0 auxilio do mesmo

programa especificado no item anterior.

YCarl Zeiss Microimaging, Axioshop 40, Germany.
18Carl Zeiss Microimaging, Axiovision, Rel. 4.6, Germany.
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Figura5 - A, metodologia de escolha para mensuracéo da area dos corpos neuronais (NADH-d). De
acordo com a metodologia descrita no item 3.3.2, 0s neurdnios com nicleos definidos ()
tocaram as retas, sendo assim passiveis de mensuracdo, porem apenas trés foram mensurados
(X) a partir da reta de nimero 1; B, sistema teste utilizado para avaliar a densidade neuronal
(NADH-d)



3.3.3 Densidade dos Corpos Celulares dos Neurénios Ganglionares

Selecionadas as laminas e os cortes como descrito no item 3.2.1, avaliou-se a
densidade neuronal utilizando-se uma cémera acoplada a um microscopio.
Para cada corte, as imagens de cinco campos diferentes foram escolhidas de
acordo com a figura 7. Dessa forma, foram consideradas na avaliacdo da
densidade neuronal as seguintes areas do GT: cortical lateral (CL), medular
(ME), cortical medial (CM), mandibular posterior (MP) e mandibular anterior
(MA), como demonstra a figura 6.

Utilizando-se um programa, para cada imagem na tela do computador,
adaptou-se um sistema teste retangular de 20 cm x 15 cm constituido de 300
pontos separados entre si por 1 cm (Figura 5). A area do sistema teste (300

cm?) correspondeu a 9083,764 um?.
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Figura 6 - Esquema de um corte transversal do GT de rato Wistar — Observa-se a distribui¢édo dos
pericarios em duas regides corticais, lateral (CL) e medial (CM); anexo mandibular (M); o
restante dos pericarios estéo distribuidos no interior do ganglio na regido medular (ME)



Figura 7 - Fotomicrografias das areas selecionadas no GT de
acordo como descrito no item 3.3.3 — A, mandibular
posterior; B mandibular anterior;

C, cortical lateral; D, medular; E, cortical medial.



3.3.4 Densidade das Células Satélites Gliais

Foram utilizadas as laminas coradas pelo método da HE. A selecdo das
laminas e dos cortes obedeceu a metodologia descrita no item 3.2.1, ja a
selecdo dos campos, seguiu a metodologia descrita no item 3.3.3 . Em cada
imagem delimitou-se uma 4area retangular de 15000 pm? onde foram
contabilizadas todas as CSG nela encontradas, exceto aquelas que

tangenciavam as margens esquerda e inferior do paralelogramo (Figura 8).

Figura 8 - Fotomicrografia do GT de animal do grupo | (HE) — o tracado da figura geométrica
representa a area aleatoriamente selecionada para contagem das CSG (<) posicionadas
ao redor dos corpos neuronais (CN)



3.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo representados por média e desvio padrdo. A analise da
significancia dos resultados morfométricos foi testada utilizando o ANOVA com
o0 intuito de detectar possiveis diferencas entre 0s grupos etarios, constatando
significancia ou nao dessas diferencas (ZAR, 1984). Em caso de deteccdo de
efeitos significativos (p<0,05), utilizou-se o teste de comparacdes pelo método
de Tukey. A homogeneidade de variancia foi verificada e, quando necessario,
empregaram-se transformagfes nos dados, tendo os resultados expressos
como média * desvio padrdo. O nivel de significancia adotado foi p< 0,05.
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4 RESULTADOS

Os resultados obtidos dos trés grupos etarios encontram-se descritos e
ordenados nos seguintes tépicos: aspectos anatbmicos, analise qualitativa e

analise quantitativa.

4.1 ASPECTOS ANATOMICOS

Durante a dissec¢do do GT, observou-se que, nos animais do grupo J, 0S
envoltorios fibrosos do ganglio apresentavam-se mais delgados em relacéo aos
animas dos grupos A e |. Quanto a morfologia, os ganglios de todos os grupos

apresentaram-se semelhantes, como descrito a seguir.

Assim, a partir da sua emergéncia na face rostral da ponte, o nervo trigémeo
percorre a fossa craniana caudal, relacionando-se lateralmente com a face
medial da parte petrosa do osso temporal, em direcdo a fossa craniana média.
O épice da parte petrosa do osso temporal dirige-se rostromedialmente,
curvando-se ventralmente, para formar, com a parte rostral da face medial da
parte petrosa do temporal, um sulco de margens bem definidas: o sulco do
nervo trigémeo, que se aloja em sua transicdo para a fossa craniana média.
Nesse ponto, 0 nervo trigémeo encontra-se na transicdo do 0sso occipital com
0 0sso basiesfenoildal, de onde continua rostralmente sobre a face cerebral
desse 0sso, até alcancar uma fossa rasa, a impressao trigeminal, onde se

localiza a parte mandibular do GT (Figura 9 e 10).



Figura 9 — Vista da base interna do cranio de rato Wistar adulto, evidenciando parte da fossa caudal e da
fossa média — 1, 0sso occipital; 2, osso basiesfenoidal; 3, osso pré-esfenoidal; 4; apice da parte
petrosa do osso temporal; 5, impressao trigeminal; 6, sulco dos nervos oftalmico e maxilar; 7,

forame oval; 8, forame lacero; a, nervo trigémeo; b, GT; c, nervo oftalmico; d, nervo maxilar; e,
nervo mandibular



Figura 10 — Vista da base interna do crénio de rato Wistar adulto, a partir da fossa caudal. 1, osso occipital; 2,
0sso basiesfenoidal; 3, face medial da parte petrosa do temporal; 4, apice da parte petrosa do
temporal; 5, margem do sulco trigeminal; 6, sulco dos nervos oftalmico e maxilar; a, nervo
trigémeo; b, GT



O ganglio, de aspecto alongado no sentido rostrocaudal, continua rostralmente
ocupando a parte caudal do sulco do nervo oftdlmico e maxilar, de onde
emergem o0s respectivos nervos. O nervo mandibular emerge obliqguamente da
face lateral do GT e dirige-se, rostroventralmente, para alcancar o forame oval
(Figura 9). Macroscopicamente, observou-se que o GT possui um aspecto
alongado, com seu longo eixo dirigindo-se rostrocaudamente. Lateralmente,
anexo a emergéncia do nervo mandibular, notou-se um apéndice ganglionar
parcialmente separado do V par por um sulco profundo, também revestido
pelos envoltorios fibrosos ganglionares. Os nervos oftalmico e maxilar
emergem da face rostral do GT, este ventralmente e aquele, dorsalmente
(Figura 11). Em norma medial ou mesmo lateral, verifica-se que o GT

apresenta-se convexo em sua face ventral (Figura 12).

Em corte horizontal, sob microscopia de luz, verificou-se que 0s corpos
neuronais ganglionares encontram-se distribuidos de maneira heterogénea nas
regides cortical lateral, cortical medial, medular e no apéndice anexo ao nervo

mandibular (Figura 13).
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Figura 11 - Esquema do GT de rato Wistar em vista dorsal . A, nervo trigémeo; B, GT; C, nervo
oftdlmico; D, nervo maxilar; E, nervo mandibular



Figura 12 — Vista lateral do GT esquerdo de rato Wistar adulto. A, identificacdo das estruturas
anatdmicas relacionadas ao GT; a, nervo trigémeo; b, nervo oftdlmico; ¢, nervo maxilar;
d, nervo mandibular; e, GT; f, apéndice mandibular do GT; g, raiz motora do nervo
trigémeo; B, representacdo das seccBes demonstradas da figura 13



A figura 13 ilustra uma sequéncia de cortes transversais a partir da face dorsal
do GT, onde se nota uma continuidade na distribuicdo dos corpos neuronais
nas porgdes mais dorsais do GT (a, b). No 1/3 médio, observa-se um grande
contingente de fibras nervosas separando os pericarios ganglionares em dois
grupos, um em continuidade com o nervo maxilar e o outro continuo ao nervo
mandibular (d). A parte ventral do GT apresenta apenas 0S pericarios anexos
ao nervo maxilar (e, f) e, a medida que se caminha ventralmente, observa-se

um aumento na densidade dos corpos neuronais (g, h).
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4.2 ANALISE QUALITATIVA

Neste item, serdo relatados os resultados referentes ao tecido conjuntivo

ganglionar e a reatividade dos neurdnios do GT a SP e ao VIP.

4.2.1 Tecido Conjuntivo Ganglionar

Nos cortes corados pelo Picro-sirius, observou-se, em todos os grupos (J, A, 1),
sob luz polarizada, a presenca de fibras colagenas do tipo I, evidenciadas nas
cores amarelo, laranja e vermelho e do tipo lll, destacando-se na cor verde.
Contudo, a densidade nao foi a mesma, uma vez que nos animais do grupo J
predominaram as fibras colagenas do tipo Ill; um relativo equilibrio entre as
fibras coldgenas dos tipos | e Ill no grupo A; e um nitido predominio das fibras

do tipo | nos animais do grupo | (Figura 14).



Figura 14 - Fotomicrografia do GT sob luz polarizada (Picro-sirius). A - Malha de fibras conjuntivas e em B, os
pericarios envoltos por ela (grupo J); C, Grupo J com predominio quase total de fibras colagenas tipo
I11; D, Grupo A onde, embora predominem as fibras tipo 111, observa-se um aumento na quantidade
das fibras colagenas do tipo I; E, Grupo | com predominio total das fibras colagenas do tipo |




4.2.2 Substancia P e Peptideo Intestinal Vasoativo

A avaliacdo da imunorreatividade dos corpos neuronais do GT a SP e ao VIP
obedeceu aos seguintes parametros: neurénios de grande, meédio e pequeno
tamanho; intensamente reativos, fracamente reativos e n&o reativos. Em linhas
gerais, analisando-se qualitativa e conjuntamente as reacdes (SP e VIP),
observaram-se poucos neurdnios intensamente reativos, no grupo J, sendo os
mesmos de pequeno tamanho; 0os neurbnios medios e grandes ndo exibiram
reatividade. No grupo A, varios neurbnios de pequeno tamanho apresentaram
intensa reatividade; alguns médios, fraca reatividade, sendo os neurdnios de
grande tamanho ndo reativos a SP e ao VIP. Quanto ao grupo I, alguns
neurbnios pequenos e médios apresentaram-se fracamente reativos, sendo
que a maior parte dos pericarios apresentou-se ndo reativos a SP e ao VIP
(Figura 15 e 16).



Figura 15 - Imunorreatividade dos CN a SP. Neur6nios intensamente reativos
(*), fracamente reativos (T) e néo reativos (X). A e B grupo J; C e D
grupo A; E e F grupo | (barra de calibrago de 25um?)



= F

Figura 16 - Imunorreatividade dos CN ao VIP. Neurbnios intensamente reativos
(*), fracamente reativos (1) e néo reativos (X). A e B grupo J; Ce D
grupo A; E e F grupo | (barras de calibracio de 15 e 25um?)



4.3 ANALISE QUANTITATIVA

Neste item, serdo relatados os resultados referentes a area do perfil do GT, a

area do perfil dos corpos neuronais, a densidade neuronal e das CSG.

4.3.1 Areado Perfil do Ganglio Trigeminal

A area seccional variou de 5,00 mm? a 5,44 mm? no grupo J; de 6,11 mm? a
6,47 mm? no grupo A; de 6,58 mm?a 6,77 mm? no grupo |. A &rea média dos
perfis ganglionares foi de 5,20 mm? (+ 0,16 mm?) para o grupo J, de 6,35 mm?
(+ 0,14mm?) para o grupo A e de 6,70 mm? (+ 0,08um?) para o grupo |
(Figural7 e Tabela 1).
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Figura 17 - Representacdo grafica da area média do GT



A andlise de variancia (ANOVA) apontou uma diferenca estatistica entre os
grupos e utilizando-se o teste de comparacdes pelo método de Tukey,
constataram-se estatisticamente diferencas entre todos os grupos (p<0,05),

aumentando a area do perfil do GT a medida que o animal envelhece.

4.3.2 Areado Perfil dos Corpos Neuronais

A &rea seccional variou de 111,33 pum? a 1952,28 ym? no grupo J; de
174,85 ym? a 2525,53 um? no grupo A; de 178,19 um?a 1987,98 pm? no grupo
|. A area média dos perfis celulares foi de 811,44 um? (+ 39,31um?) para o
grupo J; de 902,69 um? (+ 52,04um?) para o grupo A; de 800,58 pm? (+
5,59um?) para o grupo | (Figura 19, Tabela 1).

Figura 18 - Coloracéo histoquimica pela técnica do NADH-d em animal do grupo J. A imagem demonstra
pericarios de tamanho grande (G), médio (M) e pequeno (P)



30 4

O 2Meses

Frequéncia (%)

Q O O O O O
SO I S

AreaNeuronal (um?)

30 -

B12 Meses

Frequéncia (%)

N O O O N O N N N O
I O R S S

AreaNeuronal (um?)

35

B 24 Meses

Frequéncia (%)

O O O N N N O O O
S \\) N N} N Q O Q
© ) p\qf p\b p\% 4'1:\ qP‘ r{’\

AreaNeuronal (um?)

Figura 19 - Histogramas de distribuicéo referentes & area do perfil dos
corpos neuronais do GT reativos a NADH-d



A andlise da figura 20 permitiu verificar que a maior concentracdo neuronal
encontra-se no intervalo de 490pm? a 1100um? para todos 0s grupos,
representando 50,66% dos neurdnios do grupo J; 49% dos neurdnios do grupo
A e 54,17% dos neur6nios do grupo |. Abaixo de 490 pm?, foram encontrados
25,83% dos neurdnios do grupo J, 20,5% do grupo A e 25% do grupo |. Areas
neuronais superiores a 1100 pmz representaram 23,5% no grupo J, 30,5% no
grupo A e 20,83% no grupo | (Figura 20). A classificacdo em neurdnios
pequenos (75 a 490um?), médios (490 a 1100um?), e grandes (1100 a
2800um?), seguiu a descricdo de Wotherspoon e Priestley (2000).
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Figura 20 - Representacéo grafica da distribuicdo dos pericarios em neuronios pequenos,
médios e grandes para os grupos J, A e I. Pequenos, de 75 a 490 um?% médios, de
490 a 1100 um?; grandes, de 1100 a 2800 pm®

A andlise de variancia (ANOVA) apontou uma diferenga estatistica entre os
grupos. Utilizando-se o teste de comparacées pelo método de Tukey,
constatou-se, estatisticamente, diferenca entre os grupos J e A (p<0,05), e A e

| (p<0,05), porém sem diferenca significativa entre os grupos J e | (p>0,05).



4.3.3 Densidade dos Corpos Celulares dos Neurdnios Ganglionares

Na figura 21 e na tabela 1, estdo expressos os dados referentes a densidade
dos corpos celulares neuronais. Os resultados ndo demonstraram diferencas
entre as areas cortical lateral (CL), cortical medial (CM) e mandibular anterior
(MA), (p>0,05), sendo que a area mandibular posterior (MP) apresentou uma
maior percentagem de corpos neuronais (PCN) (p<0,05), enquanto a medular
(ME) apresentou uma menor PCN (p<0,05), resultados obtidos para ambos os
grupos. Sob o ponto de vista estatistico, observou-se diferenca entre os
grupos, demonstrando uma maior PCN no grupo J (p<0,05) do que nos grupos

A e |, que estatisticamente nao diferiram entre si.
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Figura 21 - Representacdo grafica da PCN avaliados nos grupos J, Ae |



4.3.4 Densidade das Células Satélites Glias

Os dados sobre a densidade das CSG estédo expressos na figura 22 e tabela 1.
A analise de variancia (ANOVA) apontou uma diferenca estatistica entre os
grupos e utilizando-se o teste de comparacdes pelo método de Tukey,
constatou-se estatisticamente diferenga entre os grupos J e | (p<0,05) e A e |

(p<0,05), porém sem diferenca significativa entre os grupos J e A (p>0,05).

Quanto a distribuicdo, observou-se, em todos os grupos, a formacdo de
envelopes (bainhas) gliais ao redor dos corpos neuronais, sendo que nos
grupos J e A, verificou-se a formagao de envelopes envolvendo mais de um

corpo neuronal.
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Figura 22 - Representacéo grafica da média do nimero de
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Figura 23 - GT de rato Wistar do grupo A (HE). Em A, corpo neuronal (CN) envolto pelas CSG (x); B,
corpos neuronais (CN) envoltos pelas CSG formando um envelope (bainha) glial; C,
observa-se ainda os pericarios envoltos por um envelope externo () e outro interno (*)



Tabela 1. Principais resultados experimentais

Grupo J Grupo A Grupo | Resultado
Peso (q) 243,69+ 10,18 372,89 +12,70 458,86 + 27,94 J<A<I
Area do Perfil dos CN (p.mz) 811,44+ 39,31 902,69 +£52,04 800,58 + 5,59 J=I<A
NUumero de CSG (por mmz) 2628,75+ 31,23 2701,67 £ 36,24 2387,5+ 34,95 J=A>|
Area do Perfil do GT (mm?) 5,19 + 0,16 6,42+ 0,14 6,73 +0,79 J<A<I
PCN (%) 31,26 + 2,09 27,81+ 1,83 25,65 + 2,37 J>A=|
Tabela 2. Percentagem de corpos neuronais de cada area do GT nos grupos J, Ae |
Percentagem Corpos Neuronais (PCN) Grupo J Grupo A Grupo |
Area Cortical lateral 30,84 + 3,53 26,50 +2,49 22,57 +2,02
Area Cortical medial 31,55+2,04 24,75+3,16 22,46 +2,54
Area Mandibular anterior 27,69 + 2,97 23,24 + 2,28 26,57 £ 3,31
Area Medular 14,86 £ 1,76 12,95 £ 1,56 10,95 £ 1,47
Area Mandibular posterior 51,34 + 3,98 51,58 + 6,30 45,71 + 4,01




DISCUSSAO



5.1 AREA DO PERFIL DO GANGLIO TRIGEMINAL

Sob o aspecto anatémico, o fator idade ndo determinou alteragcbes quanto a
morfologia do GT, ou seja, os ganglios dos animais dos grupos J, A e |
apresentaram-se semelhantes quanto a forma. Todavia, quando a area dessas
estruturas foi comparada entre 0s grupos, observou-se um aumento
progressivo de acordo com a idade, porém, ndo de maneira equitativa. Assim,
a diferenca na area de GT entre os grupos J e A, foi mais acentuada do que a

verificada entre os grupos A e |.

Esse comportamento reflete o crescimento normal do sistema nervoso em
ratos que, segundo Kaufmann (2000), acontece mais rapidamente nos
primeiros meses de vida pds-natal. Isso também é verificado relativamente ao
peso do cérebro desses animais por Komarek et al.(2000), que relatam um
aumento desse parametro em ratos até os 24 meses de vida, indicando um

crescimento continuo.

O fato de se ter verificado um discreto aumento da area do GT no grupo |, e
ndao uma tendéncia de sua diminuicao relativo a idade, como foi descrito por
Kruggel (2006) e Fjell et al. (2009) no SNC, poderia refletir um aumento no
namero total dos neurénios ou das CSG do géanglio, ou mesmo uma tendéncia
ao aumento da éarea do perfil das células nervosas. Porém, como esses
aumentos ndo foram observados na presente pesquisa, a hipétese mais
provavel da elevacdo da area de GT no grupo | poderia ser atribuida a um
maior espessamento da bainha de mielina das fibras nervosas, ou mesmo a
um aumento do conteudo colageno presente no ganglio. Esse fato foi relatado
por Sharma et al. (2009), que estudaram os efeitos do envelhecimento sobre o
nervo oculomotor e pode ser aceito em relacdo ao nervo trigémeo, mesmo

sendo o Il par craniano essencialmente motor.

Nagai et al.(1999) determinaram no nervo vestibulo-coclear de humanos que o
namero de axénios ndo varia com a idade, porém, observaram uma diminuigdo

na area transversal das fibras mielinicas e amielinicas. Moriyama et al. (2007),



avaliando o numero de fibras e a area transversal das fibras mielinicas em
diferentes nervos durante o processo de envelhecimento, observaram,
relacionado ao nervo trigémeo, uma diminuigdo nesses dois parametros no
nervo oftalmico, ndo havendo contudo diferencas no nervo alveolar inferior.
Heasmann e Beynon (1987), em estudos relacionando a morfologia do nervo
alveolar inferior a perda dentaria e ao processo de envelhecimento, sugeriram
que a atrofia do nervo ocorre somente em individuos idosos desdentados,
permanecendo com as mesmas caracteristicas morfolégicas nos individuos

jovens e idosos dentados.

Como relatado acima, para 0s nervos cranianos em geral, mesmo nos nervos
sensoriais 0 envelhecimento provoca alteracdes distintas, provavelmente,
devido aos processos bioquimicos relacionados com a funcdo de cada nervo.
Todavia, ndo se descarta a hipotese de que o aumento da area do perfil do GT,
nos animais idosos, possa ser causado por um acréscimo na area transversal
das fibras mielinicas que atravessam o GT. Fundamenta essa hipétese a
pesquisa de Peters (2009), que relatou um aumento na area das fibras
mielinicas em neurénios do SNC durante o processo de envelhecimento devido
a fatores de origem degenerativa, sendo o mais comum, rachaduras nas
bainhas mielinicas, causando um acumulo de debris citoplasmaticos. Outro
fator relacionado ainda a espessura da bainha de mielina, observado por
Peters (2009), € que com o envelhecimento ha formacdo de novas lamelas
pelos oligondendrdcitos, contribuindo ainda mais para um aumento em sua

espessura, porém, ndo ocorrendo de maneira uniforme para todas elas.

Ainda sobre o aumento da area do perfil do GT nos animais do grupo |, outra
hipétese estaria relacionada ao componente colageno da estrutura do GT. De
fato, como verificado na presente pesquisa, os individuos dos grupos J e A
exibiram grande quantidade de fibras colagenas do tipo Il distribuidas de forma
relativamente esparsa, enquanto que nos ganglios dos animais do grupo |, foi
evidente o predominio de fibras colagenas do tipo |, densamente arranjadas. O
trabalho de Sandell e Peters (2001), no nervo Optico de macacos Rhesus
jovens e idosos, corroboram essas observagdes, uma vez que 0S autores
notaram um aumento no trabeculado do tecido conectivo fibroso encontrado no

interior do nervo, ocupando, consequentemente, uma maior area de secgao



transversal nos animais mais velhos. O aumento de fibras colagenas do tipo |
nas estruturas ganglionares do sistema nervoso, parece mesmo estar
relacionado ao processo de envelhecimento, como relatado por De Souza et al.
(1993) e Gomes, De Souza e Liberti (1997), que verificaram essa caracteristica
nos ganglios do plexo mioentérico, respectivamente, do intestino delgado e do

intestino grosso de humanos.

5.2 AREA DO PERFIL DOS CORPOS NEURONAIS

Sua variabilidade foi grande nas amostras da presente pesquisa, uma vez que
foram encontrados neurdnios com 111,33 um? (grupo J) até neurénios com

2525,53 um? (grupo A).

Segundo Pena et al. (2001), o tamanho do corpo neuronal parece ser
determinado pela atividade de transcricdo da célula. Resultados semelhantes
foram encontrados por Schmidt e Schibler (1995) em células ndo neuronais
como nos hepatécitos e timécitos. Uma correlagcdo entre o tamanho do
pericario e o metabolismo celular foi estudado por Sato, Burgess e Mcilwain
(1994), em motoneurdnios de ras, indicando que 0s neurdnios com uma maior
area de perfil precisam de uma atividade de transcricdo mais elevada para

manter seu tamanho.

Por sua vez, a taxa de transcricdo estd diretamente relacionada com a
magnitude das intera¢gbes entre o neurbnio e seus alvos, o que contribui para a
regulacdo da atividade metabdlica e, consequentemente, do tamanho do
pericario (MAGISTRETTI, 1999). Fundamenta essa afirmacédo a pesquisa de
Lu, Chen e Poon (2009), que submeteram ratos a uma exposicdo sonora
prolongada e constataram um acréscimo de 1/3 na area do perfil dos neurdnios

corticais da area auditiva.



Os resultados da presente pesquisa demonstram que, relativamente ao grupo
A (902,69 + 52,04um?) a area do perfil dos neurénios dos grupos J (811,44 +
39,31 um?) e | (800,58 + 5,59 pm?), diminuiram. Se, por um lado, os dados do
grupo J indicam neurdnios ainda em desenvolvimento por outro, o que se
observou no grupo | é sugestivo de perda na arborizacdo axonal e nas
espinhas dendriticas. Essas analises corroboram com Esiri (2007), ao indicar
que o tamanho do corpo neuronal reflete a extensdo dos dendritos e da
arborizacdo axonal e, que, quanto mais extensa, maior sera o pericario para

suprir um aumento na sintese proteica e na producéo de energia.

Fundamentando ainda essa hipoétese, Bhatt, Zhang e Gan (2009), observaram
um grande desenvolvimento das espinhas sinapticas na vida poés-natal,
permanecendo relativamente constantes na idade adulta até uma perda

relacionada ao envelhecimento.

Wotherspoon e Priestley (2000), em acordo aos estudos de Rambourg et al.
(1983) realizados no ganglio sensorial do nervo espinal, classificaram os
neurénios do GT de ratos Wistar, de acordo com sua area, em células do tipo
C, (pequenas, com uma éarea de perfil de 75 a 490 umz2); células do tipo B
(médias, com éarea de perfil entre 490 a 1100 um?2) e células do tipo A
(grandes, com uma éarea de perfil entre 1100 a 2800 um2). Associaram as
células do tipo A e B as fibras mielinicas, carreando impulsos elétricos
provenientes principalmente de mecanoceptores e a maioria das células do tipo
C as fibras amielinicas, conduzindo impulsos elétricos provenientes
principalmente de nociceptores (HUNT; MANTYH; PRIESTLEY, 1992;
WOTHERSPOON; PRIESTLEY, 2000; PENA et al., 2001).

Johansson, Hildebrand e Povisen (1992) constataram gue 70% das fibras do

nervo alveolar inferior de ratos adultos sdo fibras mielinicas. Dubbelmam, De

Bakker e Bout (1995) quantificaram as fibras mielinicas e amielinicas dos
nervos oftdlmico e mandibular em galinhas adultas, demonstrando que 71,5%

dos axbnios sdo mielinizados.

Vivo et al. (2006) quantificaram as fibras mielinicas e amielinicas dos nervos

oculomotor, troclear e abducente em caes adultos e, observaram, 85,9% de
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http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=3FALMnne@j7J3d5LHCe&field=AU&value=HILDEBRAND%20C&ut=A1992JH16400015&pos=2
http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=3FALMnne@j7J3d5LHCe&field=AU&value=POVLSEN%20B&ut=A1992JH16400015&pos=3
http://apps.isiknowledge.com/OneClickSearch.do?product=UA&search_mode=OneClickSearch&db_id=&SID=3FALMnne@j7J3d5LHCe&field=AU&value=POVLSEN%20B&ut=A1992JH16400015&pos=3

fibras mielinicas para o nervo oculomotor, 83,99% para o nervo troclear e

91,67% de fibras mielinicas para o nervo abducente.

Como demonstrado por Johansson, Hildebrand e Povisen (1992) e

Dubbelmam, De Bakker e Bout (1995), nos nervos sensoriais, cerca de 70%
das fibras sdo mielinicas, enquanto nos nervos motores pesquisados por Vivo
et al. (2006), elas representam mais de 80%. Associando-se a classificacdo
descrita por Hunt, Manty e Priestley (1992), Wotherspoon e Priestley (2000) e
Pena et al (2001), de que as células do tipo A e B sao mielinicas, os resultados
da presente pesquisa indicam 74,17% de fibras mielinicas para o grupo J,
79,5% para o grupo A e 75% para o grupo |. Atravessando o GT, encontra-se
um pequeno contingente de fibras motoras e uma grande quantidade de fibras
sensoriais, 0 gque remete a valores intermediarios entre os achados pelos

autores citados.

Como ja descrito, ha relatos de ocorréncia de uma diminuicdo das fibras
mielinicas em alguns dos nervos cranianos com o avango da idade (SANDELL;
PETERS, 2001; MORIYAMA et al., 2007; SHARMA et al., 2009) e no SNC
(MARNER et al., 2003; PETERS, 2009), o que foi observado no presente
estudo, com a menor quantidade de células dos tipos A e B no grupo |,
comparativamente ao grupo A.

5.3 DENSIDADE DE CORPOS CELULARES DOS NEURONIOS
GANGLIONARES

Os resultados aqui descritos para esse fator demonstraram a existéncia de
uma organizacdo heterogénea no que concerne a distribuicdo dos corpos
neuronais no interior do GT. Junqueira e Carneiro (1974) descreveram, nos
ganglios sensoriais, duas regides: uma “zona cortical”, localizada na periferia
do ganglio e com maior densidade neuronal, e uma “zona medular” ou central,
onde predominam as fibras nervosas, com alguns poucos pericarios isolados

em pequenos grupos. Essa disposicao neuronal foi observada no GT de todos
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0s grupos da presente pesquisa, onde a maior densidade neuronal foi
detectada nas areas CL e CM, além do anexo mandibular do GT. Das cinco
areas estudadas, a que apresentou uma menor PCN foi a regido medular,
confirmando a classica descricdo de Junqueira e Carneiro (1974), de que a

regido medular é o local preferencial de passagem das fibras neuronais.

Klein et al. (1986), estudando o GT de ratos neonatos e adultos, observaram
uma organizacdo somatotdpica dos neurbnios ganglionares nos dois grupos.
Na presente pesquisa além de se confirmar que a disposicdo dos corpos
neuronais no GT efetivamente ndo difere nos animais dos grupos J e A, 0
mesmo pode ser considerado véalido para os animais do grupo |, no qual a
disposicao neuronal permaneceu a mesma observada nos animais adultos e

jovens.

Todavia, considerando-se o grupo J como referéncia, com o desenvolvimento
(grupo A) e o envelhecimento (grupo ), a densidade neuronal diminuiu
progressivamente em todas as regibes ganglionares estudadas; porém,

estatisticamente, animais adultos e idosos nao diferiram entre si (Figura 21).

Até a década de 90, a ideia mais difundida era que, com o envelhecimento,
uma grande quantidade de neurdnios era perdida no cortex cerebral, resultado
encontrado por Brody (1955), e que foi estendido para as demais areas do SN.
Essa hipotese, ndo mais aceita, perdeu espaco para trabalhos recentes que
apontam para uma menor perda neuronal, mesmo em diferentes regides do SN
(HSU; PENG, 1978; PAKKENBERG; GUNDERSEN, 1997; BERNARD et al.,
2009).

Todavia, o processo do envelhecimento pode ainda ndo acarretar diferencas na
densidade neuronal, como relatam Wang et al. (2009), que estudaram as
camadas corticais de ratos jovens e idosos. Nessa pesquisa 0Ss autores
demonstraram que apesar da densidade neuronal permanecer constante com a
idade, 0 que se detectou foi a reducéo significativa do comprimento total dos

dendritos e a densidade das espinhas dendriticas

Como exposto, a PCN varia de maneira diferenciada de acordo com a regido
do SN, podendo essa diferenca estar relacionada a funcéo neuronal da area



estudada (SALAT et al., 2004), a sua origem filogenética (GRIEVE et al., 2005;
KALPOUZOS et al., 2009), ao modelo de estudo (HOF; MORRISON, 2004), a
metodologia empregada (PAKKENBERG; GUNDERSEN, 1997) ou mesmo aos
habitos de vida de cada individuo (BARTZOKIS, et al., 2001).

Até o presente relato, considerando-se a gama de variacdes que podem
influenciar na aceitacdo do fator idade como determinante da diminuicdo do
namero de neurdnios, novas frentes de estudo se fazem necessarias, haja vista
que alteracdes sensoriais proprias do processo de envelhecimento possam
estar relacionadas néo a perda neuronal, mas a uma diminui¢cdo na arborizacéo

dendritica, associada a uma perda das espinhas sinapticas.

5.4 DENSIDADE DAS CELULAS SATELITES GLIAS

Gunjigake et. al, (2009) descreveram no GT dois tipos de células glias: as
células de Schwann, responséaveis pela formacédo e manutencao da bainha de
mielina dos axdnios neuronais e as células satélites glias (CSG).

As CSG posicionam-se ao redor do corpo neuronal, carreando numerosas
moléculas neuro-ativas, como o trifosfato de adenosina e a bradiquinina, além
de receberem informacdes neuronais e de outras CSG. Possuem, desse modo,
capacidade de responder as mudancas fisiologicas que ocorrem no GT,
influenciando a atividade neuronal e alterando o microambiente ganglionar
(PANNESE, 2002; HANANI, 2005).

Na presente pesquisa, verificou-se uma camada de CSG ao redor dos
pericarios dos neurbnios do GT (Figura 23), como descrito por Martinelli et al.
(2006) nos ganglios sensoriais espinais, onde cada corpo neuronal esta
envolvido por um conjunto de CSG . Segundo Pannese (1981), a bainha de
CSG tem por funcdo fornecer uma sustentacao fisica ao pericéario, além de

atuar como uma barreira protetora para cada soma neuronal.



Pannese et al. (1996) descreveram a possibilidade de encontrar dois ou mais
corpos neuronais, envolvidos por uma bainha comum CSG, sendo essa
configuracdo mais frequente nos animais jovens do que nos idosos, podendo
ainda, cada corpo neuronal incluido nesse conjunto, possuir uma segunda

bainha, mais intimamente relacionada ao seu pericario.

A configuragdo descrita por Martinelli et al. (2006) foi a predominante nas
laminas de todos os grupos aqui estudados (Figura 23), porém, a relatada por
Pannese et al. (1996) foi observada em poucas fotomicrografias, estando
restritas aos animais do grupo J e A (Figura 23). Como foi detectada uma
maior quantidade de CSG nos grupos J e A, sugere-se que a formacao de
bainhas maiores, que contenham dois ou mais corpos neuronais, possa estar
associada a uma maior quantidade de CSG e, como ha uma reducédo dessas
células nos animais do grupo |, talvez seja esse o fato de ndo se verificar

bainhas gliais grandes em individuos idosos.

Ledda, De Palo e Pannese (2004), identificaram nos ganglios espinais,
estudando duas espécies de répteis e trés espécies de mamiferos, que o
namero de CSG aumenta a medida que aumenta o volume dos corpos
neuronais aos quais estdo associados. Além disso, constataram também que
quanto menor o volume do pericario neuronal, menor € a quantidade de CSG

ao seu redor.

Hipotese provavel para essa relacédo entre aumento na area/volume dos corpos
neuronais acompanhado também no aumento do numero de CSG é que
guanto maior o corpo neuronal, maiores sdo as suas necessidades metabdlicas
(HANANI, 2005), haja vista que neurbnios com uma maior area de perfil
precisam de uma atividade de transcricdo mais elevada para manter seu
tamanho (SATO; BURGESS; MCILWAIN, 1994). Como as CSG suprem em
parte as necessidades metabdlicas dos corpos neuronais, quanto maior o

pericario maior sera o nimero de CSG.

Resultados como os de Ledda, De Palo e Pannese (2004) podem ser
considerados verdadeiros para a presente pesquisa visto que a area do perfil

dos corpos neuronais foi maior no grupo A relativamente aos demais grupos



(Figura 20 e Tabela 1), sendo ainda encontrada nesse grupo uma maior
quantidade de CSG em comparacdo ao grupo |, este, com a menor quantidade
de CSG entre os grupos estudados (Figura 22 e Tabela 1). Fundamenta ainda
os resultados dessa pesquisa os achados de Martinelli et al. (2006), que
estudando as CSG nos ganglios espinais sensoriais em coelhos jovens,
adultos, velhos e extremamente velhos, notaram uma redu¢do no numero

dessas células apenas nos animais extremamente velhos.

A reducéo nas CSG encontrada na presente pesquisa parece acompanhar o
volume reduzido na area do perfil neuronal, remetendo a uma diminuicdo na
atividade metabdlica dos corpos neuronais com uma consequente diminui¢ao
da bainha glial, uma vez que as CSG tém por funcdo dar suporte as atividades

neuronais.

Resultados discrepantes tém sido descritos na literatura, porém. No SNP,
Carney e Lyon (1990) ndo encontraram diferencas nas CSG do ganglio
vestibular relativamente aos ratos jovens e idosos. Mansour et al. (2008),
estudando os astrocitos na retina de ratos Wistar de 3, 9 e 12 meses,

observaram uma diminui¢cdo no numero dessas células no grupo de 12 meses.

Em relagcdo ao SNC, ha relatos de aumento no nimero de células gliais
(CONDE; STREIT, 2006) em contrates com outros autores que nao
observaram diferencas em seu numero (STURROCK, 1989; PETERS;
JOSEPHSON; VINCENT, 1991).

Como descrito por diferentes autores, as CSG podem aumentar, diminuir ou
mesmo se manterem constantes de acordo com a regido do SN onde se
localizam, haja vista, que tanto no SNP quanto no SNC, cada regido
desempenha um papel peculiar, e durante o processo de envelhecimento, suas
caracteristicas morfolégicas e neuroquimicas alteram de maneiras diferentes

para cada regiao.



5.5 SUBSTANCIA P

A SP € um neurotransmissor responsavel, entre outras coisas, pela modulacéo
e sensacao dos estimulos dolorosos, podendo ter diferentes func¢des de acordo

com sua localizacdo no SN (Wu et al., 2005).

A populacdo de células imunorreativas a SP no GT é diferente para cada
animal (SHIN et al., 2003), sendo de cerca de 10 a 20% nos ratos
(TORNWALL, 1994), 24,63% em cabras (SHIM et al., 2003) e de 12,8 a 32,6%
em humanos (PROSBA-MACKIEWICZ; ZOLTOWSKA; DZIEWIATKOWSKI,
2000). No presente estudo, muito embora a imunorreatividade & SP tenha sido
estudada sob o aspecto qualitativo, detectou-se que apenas um pequeno
namero de células do GT séo reativas a este peptideo. Contudo, Del Fiaco et
al. (1990), estudando GT humanos, relataram que a percentagem de células
imunorreativas a SP diminui com a idade, sendo cerca de 24% em recém
nascidos e 17 % em adultos. Em acordo com esses autores, observou-se um
decréscimo da imunorreatividade entre os grupos A e |, todavia nos animais do
grupo J, qualitativamente, a imunorreatividade também foi menor se
comparada ao grupo A. Muito embora na presente pesquisa ndo se tenha
utilizado animais neonatos, pode-se inferir que essa diferenca esté relacionada

ao fator idade dos espécimes de cada trabalho.

Quanto ao tamanho das células imunorreativas a SP, Lazarov (1994), relatou
em gatos, apenas aquelas de pequeno tamanho, enquanto Del Fiaco et al.
(1990) verificaram em humanos, células imunorreativas de pequeno e médio
tamanho. Ainda, Prosba-Mackiewicz, Zottowska e Dziewiatkowski (2000),
observaram também em humanos e sem distingdo, células de pequeno, médio
e grande tamanho imunorreativas a SP. Os resultados qualitativos do presente
trabalho sinalizam intensa imunorreatividade predominante para células de
pequeno tamanho nos grupos J e A, muito embora as de médio tamanho

também tenham se destacado no grupo A.
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Em acordo com Shin et al. (2003), que sugerem que quanto maior o0 nimero de
células imunorreativas a SP maior a sensibilidade do animal, pode-se sugerir
que os animais do grupo A sédo aqueles que tendem a possuir uma maior

sensibilidade facial.

Para Wotherspoon e Priestley (2000), as células nervosas do tipo C possuem
uma pequena area de perfil, que varia de 75 a 490 um2 e estdo associadas,
em sua maioria, as fibras amielinicas, carreando impulsos elétricos
provenientes principalmente de nociceptores (HUNT; MANTYH; PRIESTLEY,
1992; WOTHERSPOON; PRIESTLEY, 2000; PENA et al., 2001). Se a SP esta
diretamente relacionada a conducdo dos estimulos dolorosos e as células
responsaveis por essa transmissdo sao os neurdnios do tipo C, os resultados
da presente pesquisa que detectou intensa imunorreatividade nos neurbnios

pequenos, estdo de acordo com Del Fiaco et al. (1990) e Lazarov (1994).

5.6 PEPTIDEO INTESTINAL VASOATIVO

O VIP é um polipeptideo, que foi isolado pela primeira vez no duodeno de
porcos (SAID; MUTT, 1970). Desde sua descoberta, porém, sua distribuicao foi
relatada em vérias partes do organismo sendo encontrado em varias regifes
do SNC, em especial, no neocortex, no hipocampo e no hipotdlamo
(BENAGIANO et al, 2009). Também detectado no SNP, como por exemplo, no
plexo mioentérico (MONGARDI-FANTAGUZZI et al., 2009), no plexo cardiaco
(KUNCOVA; SLAVIKOVA; REISCHIG, 2003) e no GT ( KUMMER; HEYM,
1986; DEL FIACCO; QUARTU, 1994).

Como ja descrito para a SP, muito embora a avaliagdo para o VIP no presente
estudo tenha sido qualitativa, de fato detectou-se um numero reduzido de
células imunorreativas a esse neurotransmissor, que foi descrito também em

pequena quantidade de neurdnios (5%) por Lazarov (2002) no GT.



Comparativamente, notou-se no presente estudo uma maior imunorreatividade
nos neurdnios dos animais do grupo A, seguidos dos grupos J e I, sendo os
neurénios de menor tamanho (grupo J e A) e médio tamanho (grupo A) os

intensamente imunorreativos.

O peptideo ativador da adenilato-ciclase pituitaria (PACAP) € uma substancia
similar ao VIP e est4 estreitamente relacionado a ele (LAZAROV, 2002). Moller
et al. (1997) e Tajti et al. (1999), observaram que o PACAP esta presente
apenas nas ceélulas pequenas e médias do GT, ndo sendo observado nas

células de grande tamanho.

Posto que o PACAP e o VIP sdo peptideos da mesma familia, e utilizam
receptores semelhantes como o VIP; (SREEDHARAN et al., 1993), os dados
desta pesquisa apontam na mesma dire¢cdo que os relatados por Moller et al.
(1997) e Tajti et al. (1999), de que apenas aqueles neurbnios de menor area
sédo imunorreativos ao VIP. Fundamentando essa afirmacdo, Kummer e Heym
(1986) também identificaram reatividade apenas nos neurdnios de pequeno

tamanho, em estudo realizado com o GT de cobaias.

Finalizando, Lazarov (1994) descreve que as células do GT imunorreativas ao
VIP e a SP sdo muito semelhantes, no que diz respeito a sua forma, a
distribuicdo e tamanho, resultados semelhantes encontrados nesta pesquisa.



CONCLUSOES



6 CONCLUSOES

Pela andlise acerca dos dados frente a metodologia proposta, € permitido
concluir, a respeito das alteracdes determinadas pelos processos de
desenvolvimento e envelhecimento no ganglio trigeminal de ratos Wistar, que:

[ERN
1

A morfologia do GT néo se alterou com a idade.

2- A area do perfil do GT aumentou com o processo de envelhecimento.

3- Houve um predominio, nos ganglios de animais idosos, das fibras
colagenas do tipo | relativamente as do tipo lll; estas, predominantes nos

animais jovens.

4- A imunorreatividade a SP e ao VIP destacou-se nos neurénios com
menor perfil celular, ndo ocorrendo diferencas qualitativas entre os

grupos.

5- A area do perfil dos corpos celulares dos neurénios do GT apresentou-
se maior nos animais adultos (grupo A) do que nos demais grupos (J e

), que ndo apresentaram diferencas estatisticas entre si.

6- Em todos os grupos predominaram neurdnios de tamanho médio, com

area do perfil celular entre 490 e 1100 um?.
7- A densidade dos corpos neuronais foi maior nos animais jovens.
8- A densidade entre os animais adultos e idosos néo diferiu

estatisticamente, muito embora tenha sido detectada uma tendéncia a

diminuicdo nos animais idosos.



9- A densidade das células satélites glias foi maior nos animais jovens e

adultos, diminuindo nos animais idosos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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