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Comparacao do numero de corpos de neurénios em
diferentes giros do cortex cerebral de caes desnutridos

Comparison of the neuron bodies number in different gyrus of brain cortex of malnourished
dogs

Nara Carpinelli CAETANO'; Carla Martins de MELO'; Denismar Alves NOGUEIRA'; Wagner Costa
ROSSI JUNIOR!; Alessandra ESTEVES!

'Universidade Federal de Alfenas, Alfenas-MG, Brasil

Resumo

Este trabalho teve por objetivo estudar possiveis alteracdes quantitativas em corpos de neuronios do cortex cerebral
de cées, causadas pela desnutri¢do. Foram utilizados sete encéfalos de cdes machos sem raga definida, diagnosticados
desnutridos, para a realizacdo deste estudo. Foram definidos diferentes giros do cortex cerebral a serem estudados;
estes foram amostrados, processados pelo procedimento histoldgico de rotina e corados pelo método de violeta cresil
modificado, para visualizagdo dos corpos de neurdnios. As laminas foram analisadas a ocular de 20 vezes. Os resultados
obtidos revelaram uma diminuigdo expressiva na quantidade de corpos de neurdnios nos cies desnutridos (10,8), quando
comparados aos cies normonutridos (16,35), concluindo que possivelmente a desnutri¢ao é um fator de diminuigio do
numero de corpos de neurdnios no cortex cerebral de caes desnutridos, quando comparados a normonutridos.

Palavras-chave: Desnutriciao. Corpos de neurdnios. Cortex cerebral. Caes.

Abstract

The aim of this study was to verify the quantitative alterations of the neurons bodies in the brain cortex of malnourished
dogs. Seven brains of mongrel male dogs that were previously diagnosticated as malnourished were collected. The dogs
had similar constitutionalist characteristics of cranium (mesaquicefalus). It was chosen different gyrus of the brain
cortex to been study; those gyrus were sampled, prepared according to conventional histological technique and stained
by modified cresil violet, for becoming evident the neurons bodies. The slides were analyzed with the 20x ocular. Our
results indicate a expressive reduction in the number of neuron bodies in malnourished dogs (10,8), when compared
with dogs in normal nutrition conditions (16,35). In conclusion, it’s possible that the malnutrition leads to an reduction
of neurons bodies in brain cortex of dogs, when compared to those with normal condition of nutrition.

Keywords: Malnutrition. Neurons bodies. Brain cortex. Dogs.

Introducao utilizagao de nutrientes, sendo assim, de origem mul-

- . i 4 o tifatorial e intimamente relacionada a pobreza, baixo
A desnutri¢ao proteico-energética é um disturbio

nutricional resultante da caréncia geral de calorias e/ nivel social e dificuldade de acesso a alimentos.

ou nutrientes necessarios para minima condicao de
sobrevivéncia. Atualmente, esta condicdo acomete
milhoes de pessoas e se caracteriza como um proble-
ma social e individual exacerbante, podendo acarre-
tar sérios déficits no organismo portador.

A desnutrigdo ¢ causada principalmente pela in-
gestdo insuficiente de alimentos para seu desenvol-
vimento e funcionamento, mas pode também dar-se
por escassez de determinados nutrientes isoladamen-

te, por deficiéncia no processo de metaboliza¢do e/ou

Como em qualquer sistema fisioldgico, o sistema

nervoso necessita de nutrientes (adquiridos por uma
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dieta saudavel, harmonica e equilibrada) para que
haja um bom rendimento de suas fungdes. O cérebro
utiliza alta taxa de energia, proveniente das proteinas
e glicose, para tais fungdes e manutengao. Esse con-
sumo alto de energia pelo encéfalo reflete o fato de
que bilhdes de neurdnios precisam gerar e manter
gradientes eletroquimicos através de suas membranas
celulares, utilizados para produzir impulsos neuro-
nais'. Foi demonstrado que mudangas morfométricas
permanentes e transitorias podem ocorrer no cortex
visual de ratos desnutridos no inicio da vida, mesmo
apos recuperacio do estado nutricional®*.

O estado nutricional é um importante fator para o
desenvolvimento e organizagdo funcional do Sistema
Nervoso Central (SNC), estando diretamente relacio-
nado a energia e aos nutrientes utilizados para desen-
volvimento e manutencdo dos varios sistemas metabd-
licos existentes no organismo®. A maturagdo do SNC
e o desenvolvimento de sua capacidade dependem de
trés fatores: genética do organismo, estimula¢do am-
biental e nutrientes disponiveis’.

Alteragoes neurofisiologicas também sdo amplamen-
te encontradas e frequentes na desnutri¢io proteico-
-energética. Dentre elas, esta o prejuizo na plasticidade
sindptica, que pode fornecer informagdes de como a
desnutri¢do afeta o desenvolvimento cerebral, em sua
ocorréncia pré-natal, aprendizagem e memoria®.

A ampla literatura, baseada predominantemente em
modelos de experimenta¢io, pelas inerentes e obvias
dificuldades éticas na avaliacdo dos efeitos da desnu-
tricdo humana sobre o sistema nervoso central, apon-
ta para a amplitude do espectro das consequéncias da
desnutri¢do a longo prazo, reduzindo a capacidade de
desenvolvimento pleno das capacidades e da qualida-
de da vida, especialmente quando ocorrem em perio-
do de rapido crescimento cerebral.

A realidade dos animais nao é diferente da humana
e, muitas vezes, é ainda pior. Nosso trabalho buscou
estudar diferencas quantitativas dos corpos de neurd-

nios em diferentes giros cerebrais de cdes desnutridos,

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 49, n. 5, p.391-397, 2012

sendo esta patologia comumente presente no cotidia-

no dos caes.

Material e Método

O estudo foi realizado nos Laboratérios de Ana-
tomia e Histologia da Universidade Federal de Al-
fenas (Alfenas - MG). O projeto de pesquisa foi
encaminhado a apreciagio do Comité de Etica em
Pesquisa e ao Comité de Etica na Experimentagio
Animal - CEEA da Universidade Federal de Alfenas
- UNIFAL-MG, registro n° 224/2009. Apds parecer
favoravel, iniciou-se o experimento.

Foram utilizados sete cdes sem raca definida com
comprovada desnutri¢do (os cdes foram gentilmen-
te cedidos pelo Centro de Controle de Zoonoses de
Alfenas - CCZ/Alfenas), de acordo com a anamnese
realizada pelo veterindrio responsavel, na qual foram
avaliados: temperatura, tempo de preenchimento ca-
pilar (TPC), frequéncia respiratdria e cardiaca; grau
de hidratacdo; mucosa oral e ocular; avaliagdo da
condigdo geral do animal além do Indice de Mas-
sa Corporal Canino (IMCC) de acordo com Muller,
Schossler e Pinheiro’; o IMCC ideal para cées cujo
tipo fisico é de médio porte (peso médio entre 10
e 25kg) compreende valores entre 11,8 e 15kg.m™.
Sendo assim, um animal que possuia o peso 20%
abaixo do peso ideal pode ser considerado desnu-
trido.

Foram excluidos também da casuistica selecionada
casos de cdes com doengas prévias virais, bacteria-
nas, neoplasicas e/ ou parasitoldgicas que possivel-
mente pudessem afetar o numero de neurdnios dos
mesmos.

Os animais foram eutanasiados, dando inicio a re-
tirada dos encéfalos. A artéria carétida comum de
cada animal foi canulada para efetuar-se a perfusao
com 4% de paraformaldeido em solugdo tampao fos-
fato, pH 7,4 (Paraformaldehyde - Sigma Chemical
Co. USA). A cabeca de cada animal foi isolada, re-



movida e promoveu-se, entdo, a retirada dos encé-
falos, que foram armazenados em vidros de coleta
devidamente identificados, contendo 4% de para-
formaldeido (Paraformaldehyde - Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, USA) em solugdo tampao fosfato
pH 7,4. Os encéfalos permaneceram imersos na so-
lugao tampao fixadora por trés semanas, seguindo o
protocolo utilizado por Rabinowicz et al®. Em cada
encéfalo foram definidos diferentes giros do cortex
cerebral, nos dois hemisférios cerebrais (Figura 1).
Foi retirada uma amostra de cada local medindo 2
X0,5X1,0 cm.

Os fragmentos foram processados, seguindo-se da
sequéncia padronizada nos procedimentos histologi-
cos convencionais: desidratagao em alcool, diafani-
zagdao em xilol e inclusdo em parafina (Histosec®,
Merck, Frankfurt, Germany)’. Cada regido foi em-
blocada e cortada com espessura de Sum em micro-
tomo Leica 2165. De cada regido, foram feitos cinco
cortes sequenciais que foram corados pelo método
de coloracao de violeta cresil modificado, para fa-
cilitar a visualizacdo dos Corpusculos de Nissl e,
assim, possibilitar marcar fortemente e individual-
mente cada célula para posterior contagem.

Com base na literatura consultada, optou-se pela
escolha do método de contagem “visual” por area,
como preconizado para sistema nervoso central por
Michon et al.'® e Rabinowicz et al.''. As laminas fo-
ram examinadas a ocular de vinte vezes, com auxilio
de um microscépio 6ptico Axidscopio Zeiss °, aco-
plado a uma camera de video e monitor de um com-
putador. Os cortes foram submetidos a um sistema
KS-400 versao 2.0 Kontron — Zeiss °, analisando-se a
quantidade de neur6nios expressa em numeros por
area escolhida, através da contagem manual'’. Para
analise quantitativa, foram selecionados cinco cor-
tes sequenciais por regido, totalizando 35 em cada
hemisfério cerebral e 70 cortes por animal, soman-
do-se ao final 490 cortes, seguindo-se a mensura-

¢do manual. Em cada corte foram contados cinco
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campos distintos, obtendo-se deles uma média; das
cinco médias obteve-se uma média final para andlise
estatistica. Cada analise foi realizada por mais de um
observador, a fim de evitar possiveis vieses de con-
tagem. Os dados foram analisados com o programa
Sisvar 5.1 Build 72'2, onde foram realizadas Analises
de Variancia e, quando verificado o efeito significa-
tivo, utilizou-se o Teste de Tukey para discriminar as
diferengas e/ou igualdades entre as médias avaliadas.

Esteves, Prada e Carvalho' realizaram um traba-
lho com a contagem do numero de corpos de neurd-
nios em diferentes areas do cortex cerebral de caes
em estado normal de nutri¢ao, o qual foi utilizado

como comparativo para este trabalho.

Resultados

As analises das laminas levaram a contagem do na-
mero de corpos de neurdnios em diferentes giros ce-
rebrais em cdes amostrados desnutridos, chegando-se
a média final (Grafico 1).

As médias de corpos de neurdnios entre os dife-
rentes giros foram comparadas estatisticamente pela
Analise de Variancia (Tabela 1), mostrando que as
comparagoes feitas das médias dos corpos de neuro-
nios contados entre os giros estudados foram signifi-
cativas. Na analise entre os diferentes hemisférios nao
foi observado significidncia, assim como a interagao
hemisfério x giro, demonstrando que nao hd intera-
¢do entre esses fatores (hemisfério e giro).

O Teste de Tukey veio a seguir (Tabela 2), eviden-
ciando que os giros 7, 4 e 1 nao diferem significati-
vamente no nimero de corpos de neur6nios; os giros
1, 6, 2 e 5 também mantém o padrio e ndo diferem
significativamente entre si e, por fim, os giros 5 e 3
nao diferem significativamente, sendo que o giro 7 foi
0 que apresentou o maior nimero de corpos de neu-
ronios contados (17,18) e o giro 3 foi 0 que apresentou

o menor nimero (11,43). O nimero médio de corpos
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Grafico 1 - Diferenca do niimero de corpos de neurénios entre os giros cerebrais dos cées

desnutridos

Tabela 1 - Resumo da Andlise de Variancia segundo giro, hemisfério, e interacao
giro x hemisfério - Alfenas - 2010

FvV GL SQ QM Fc Pr>Fc
GIRO 6 19.807196 3.301199 3.741 0.0024
HEMISFERIO 1 1.609731 1.609731 1.824 0.1805
GIRO*HEMISFERIO 6 3.959984 0.659997 0.748 0.6128
erro 84 74.133600 0.882543

Total corrigido 97 99.510510

CV (%) 8.70

Média geral 10.8026531 Ntmero de observagdes: 98

de neurdnios quantificados nos diferentes giros cere-

brais foi de 10,8 (Gréfico 2).

Discussao

Diversos estudos mostrando os efeitos da desnutri-
¢a0 no sistema nervoso central de cobaias vém sendo
desenvolvidos. Nosso estudo teve como animal expe-
rimental o cdo, visto que estes sdo vitimas de maus
tratos e abandono, assim sendo a desnutricdo uma

realidade muito comum.
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Fiorini et al.'* e S6nia Trannin de Mello et al.’® ve-
rificaram que ndo houve efeito periférico no que diz
respeito a densidade neuronal de neurdnios do ileo
e do jejuno, respectivamente, de ratos submetidos a
desnutricdo. Nossos dados diferem dos obtidos por
estes estudos, sugerindo uma diminui¢do no numero
de corpos de neuronios corticais de cies, sendo este
um efeito referente ao sistema nervoso central.

Ha estudos que apresentam resultados semelhan-
tes aos obtidos em nosso trabalho, porém, diferindo

de modelos experimentais, ou de area a ser analisada.
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Gréfico 2 - Comparagdo entre o nimero de corpos de neurdnios
entre cdes normonutridos' e desnutridos

Tabela 2 - Comparagdo das médias entre os diver-
sos giros cerebrais — Alfenas — 2010

Tratamentos Médias Resultados do teste

G7 10.187143 al

G4 10.326429 al a2
Gl 10.483571 al a2
G6 10.775714 al a2
G2 11.192143 al a2
G5 11.216429 al a2
G3 11.427143 a2

Santana, Milinari e Miranda-Neto'® verificaram, além
de outros parametros, uma diminui¢dio no nume-
ro de neuro6nios nitrérgicos e de neurdnios NADH-
-diaforese do cdlon de ratos submetidos a desnutricdo
proteica de vitamina B. Gomes et al."” estudaram os
efeitos da desnutrigdo proteica no ganglio celiaco de
ratos submetidos a desnutricao. Foi observada atro-
fia do érgao e dos neurdnios nele presente, e ainda
perda neuronal de 63% nos animais desnutridos. Lis-

ter et al.'® observaram reducao de 20% no nimero de

neurdnios do subcampo CA1 de ratos submetidos a
desnutri¢do pré-natal. Ainda, observaram redugdo do
volume de CA1 e da camada piramidal do subiculo, o
que ¢é relacionado com prejuizos na via tri-sinaptica,
essencial para memoria e aprendizagem. Um dos fato-
res alarmantes em relagdo a desnutrigao ¢ ter algumas
atividades cognitivas prejudicadas, no que se refere as
funcdes afetadas no Sistema Nervoso Central. Nos-
sos achados lidam com uma perda nervosa grande,
0 que também poderia ser ligado a diminuicdo das
capacidades cognitivas normais do individuo. Perdas
expressivas em dreas de fungdes superiores teriam
maiores efeitos clinicos observéveis. Ainda, perdas no
cortex cerebral terdo sempre efeitos clinicos, uma vez
que ele faz parte de todo processamento de informa-
¢oes pelo encéfalo.

Pernille Tveden-Nyborg et al."” relataram desenvol-
vimento neuronal debilitado e diminui¢do da memo-
ria espacial em cobaias submetidos a deficiéncia de
Vitamina C no inicio da vida pds-natal. Almeida et

al.?® mostraram em seu estudo que a desnutri¢ao mul-

Braz. J. Vet. Res. Anim. Sci., Sdo Paulo, v. 49, n. 5, p. 391-397, 2012



396

Figura 1 — Fotografia macroscopica da vista lateral do encélafo do cdo, identificando-se as areas
corticais definidas para colheita de material (1 - Giro marginal; 2- Giro ectomarginal;
3- Giro Supra-silviano; 4 — Giro ectossilviano; 5 - Giro silviano; 6 - Giro pro-reus; 7 -
Lobo piriforme)

tideficiente no inicio da vida de ratos afeta permanen-
temente a organizagao e mieliniza¢do do nervo 6pti-
co, indicando uma transmissdo no nervo deficiente,
provavelmente, uma disfun¢do na habilidade visual.
Estes achados sdo acrescidos dos nossos, uma vez que
os déficits cognitivos e comportamentais causados
pela desnutri¢ao proteico-energética sao tamanhos
que podem ser relacionados ao desenvolvimento neu-
ronal deficiente, pelo menor numero de neuronios e
pela transmissio deficiente, causados ndo necessaria-
mente juntos nem com uma ordem especifica, mas
que se somam e, entdo sdo altamente prejudiciais ao
organismo.

O resultado do numero médio de corpos celulares
de neurdnios (10,8) obtido neste estudo é contrastan-

te com o obtido com cées normonutridos (16,35) por
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Esteves, Prada e Carvalho® e evidencia uma reducio

altamente expressiva entre as médias analisadas.

Conclusao

Os presentes resultados evidenciam que ha uma
diminui¢do expressiva no nimero de corpos de neu-
ronios quantificados em areas do cortex cerebral de
cées desnutridos, quando comparados a cdes em con-
di¢oes normais de nutri¢do.

Ainda, a analise critica dos dados ressalta que ha
diferencas estatisticas significativas do niimero de
corpos de neurdnios quantificados, nos diversos gi-
ros em estudo. Os dados evidenciam como sendo o
giro 7 (lobo piriforme) o portador do maior nume-
ro de corpos de neurdnios por area e o giro 3 (giro

supra-silviano), o menor.
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