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Estudo morfométrico dos neurénios do ganglio

mesentérico caudal de caes durante o
desenvolvimento pdés-natal (maturacao e

envelhecimento)

1 - Departamento de Cirurgia da Faculdade de Medicina Veterindria e

Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo - SP
Resumo

O envelhecimento ¢ caractetizado por um progressivo declinio na
func¢ao neuronal envolvendo tanto o sistema nervoso central como o
periférico. O aumento da idade ¢ verificado por altera¢cdes no nimero
e no tamanho do neuronios. Contudo, estes dados sao controversos
e pouco conhecidos nos ganglios periféricos. Desta forma, o presente
estudo teve como objetivo estudar o ganglio mesentérico caudal
(GMC) de cdes em dois perfodos distintos do desenvolvimento
(maturagao e envelhecimento), a procura de alteracbes morfométricas
nos neuronios. A importancia do GMC esta ligada a inervagao
simpatica do intestino grosso, esfincter anal interno e parcialmente o
aparelho urogenital. Para o estudo, foram utilizados nove caes
domésticos sem rac¢a definida e machos, divididos em trés grupos
etarios com idades bem definidas (1-2 meses, 1-3 anos e 5-10 anos).
Os ganglios foram processados para o estudo da microscopia e luz e
as analises morfométricas (area seccional do neurénio e do nucleo)
foram realizadas por meio do software de analise morfométrica KS
400 ZEISS®. O aumento da idade foi caracterizado por um aumento
no tamanho do neurénio e do nucleo. Quanto a relacao nuicleo-
citoplasma, esta diminuiu com o aumento da idade.
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Introducao

O envelhecimento, como parte do
processo de desenvolvimento, é um evento
esperado e normal em todas as espécies
animais. Nos mamiferos, a senescéncia esta
associada a alteracOes nas funcdes fisiologicas
e auma maior suscetibilidade ao aparecimento
de doengcas degenerativas. Esta claro que os
prejuizos celulares e fisiologicos que ocorrem
com a progressdao da idade sao resultados
de uma interagdo de varios fatores, podendo
dizer que a idade é um fendémeno
multifacetado' .

No sistema nervoso, a progressao da
idade ¢é verificada por um declinio funcional que
envolve tanto o sistema nervoso central como
o periférico. As alteracOes freqlientemente
relacionadas sdo a perda e a atrofia neuronal,

embora tal afirmacido ¢ discutivel, pois sio
verificadas diferencas entre as diversas regioes
do sistema nervoso e entre as espécies® .

Os efeitos da idade nos ganglios
simpaticos pré-vertebrais sdo pouco
conhecidos, embora nos dltimos 20 anos
estes ganglios tém sido estudados
exaustivamente com o auxilio de técnicas
farmacologicas, eletrofisiologicas, imuno-
histoquimicas e bioquimicas® ; sendo
considerados os melhores modelos para
estudar e possivelmente solucionar
problemas  pertinentes ao  trato
gastrointestinal’, uma vez que controlam
importantes fun¢des como secregdo e
absor¢ao de substancias na parede intestinal,
fluxo sanguineo, participam em arcos
reflexos® mesmo com a descentralizacio do
ganglio™’.
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As alteragoes degenerativas relacio-
nadas com o envelhecimento nos ganglios
simpaticos muitas vezes estdo relacionadas
apenas a um aumento no depdsito de
pigmentos como lipofucsina e neuromela-
nina no interior dos neurdnios'™" . Ainda,
as alteracoes na arborizagao dendritica e
axonal, freqiente-mente correlacionadas
com a senilidade, ndo sdo provocadas por
efeitos diretos da mesma, e sim secundarias
as mudang¢as que ocorrem nos Orgaos
alvos'?, pois com a progressio da idade
pode ocorrer diminui¢io ou aumento de
alguns fatores neutréficos liberados por estes
érgaosl3,14,15.

A atrofia neuronal, por muito tempo
correlacionada com a senilidade, pode ser
vista em determinados petiodos da vida®.
Paradoxalmente, uma hipertrofia neuronal
também pode ser verificada na senescencia,
ocorrendo esta paralelamente com a
diminui¢cao no nimero de neurdnios ou
estando relacionada a um alargamento do
corpo celular devido aos depdsitos de
pigmentos™'.

Desta forma, devido a falta de dados
morfométricos sobre os componentes
celulares dos gianglios simpaticos pré-
vertebrais nas diferentes etapas do
desenvolvimento em grandes mamiferos, e
ainda a grande importancia funcional do
ganglio mesentérico caudal (GMC) na
inervagao do trato gastrointestinal (inervagao
simpatica do c6lon e esfincter anal interno)
e parcialmente do aparelho urogenital, este
estudo teve por objetivo investigar possiveis
alteracoes morfométricas dos neurdnios
encontrados no GMC de caes em dois
periodos distintos do desenvolvimento:
maturag¢ao e envelhecimento.

Materiais e Métodos

Foram coletados nove ganglios
mesentéricos caudais (GMC) provenientes
de nove caes domésticos (Canis familiaris),
sem raga definida (SRD) e machos, oriundos
do Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da
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Universidade de Sao Paulo (HOVET-
FMVZ-USP). Os animais (e seus respectivos
ganglios coletados) foram separados em
grupos etarios bem diferenciados, visando
elucidar as possiveis alteracbes decorrentes
do desenvolvimento, isto é, da maturacao e
envelhecimento. Os animais considerados
nesta pesquisa nao apresentavam historico
ou sinais clinicos compativeis com qualquer
neuropatia.

‘Grupo I (filhotes) - trés caes com
idades entre 1 - 2 meses (0,15 — 0,18 Kg).

‘Grupo 1II (adultos) - trés caes com
idades entre 1 - 3 anos (13 — 18 Kg).

‘Grupo III (senis) - trés caes com
idades entre 5 - 10 anos (17 — 23 Kg).

Lavagem do sistema circulatorio e fixacao do ganglio
por meio de perfusao

Imediatamente apds o o6bito dos
animais no HOVET-FMVZ-USP, a
cavidade abdominal foi exposta através de
uma incisao na linha alba (celiotomia pré-
retroumbilical) visando a localizaciao dos
principais vasos arteriais e venosos do
abdome. A aorta abdominal foi canalizada
proximo a emergéncia da artéria
mesentérica caudal e, posteriormente, a veia
cava caudal foi seccionada. Uma solucao
contendo solu¢ao salina tamponada
fosfatada (PBS) (Sigma®) 2 0,1 M ¢ pH 7.4
e heparina a 2% (Roche®) foi perfundida
por meio da aorta abdominal, possibilitando
a lavagem dos sistemas arterial e venoso.
Em seguida, a solucdo fixadora de
Karnovsky modificada, constituida por
glutaraldeido 5% (Merck®) e formoldeido
a 1% (Sigma®) em tampio cacodilato de
sédio (EMS®™) a 0,125M e pH 7.4 foi
perfundida nos animais, através do mesmo
vaso utilizado para a soluciao de lavagem.

Processamento do material

Logo ap6s a perfusdo da solugio
fixadora de Karnovsky modificada, o GMC
foi dissecado “in situ” juntamente com suas
conecgbes nervosas (nervos hipogastricos,
plexo intermesentérico e nervos esplancnicos
lombares) e removidos. Estes foram imersos



na mesma solucdo fixadora utilizada para a
perfusdo, onde permaneceram durante um
periodo minimo de 72 horas.

Ap6s, os ganglios foram seccionados
e lavados em solugdo tampao de cacodilato
de sédio (EMS®) 2 0,125M e pH 7,4, imersos
em solucdo aquosa de tetroxido de 6smio
a 2% (EMS®), contrastados em blocos com
a solu¢do aquosa saturada de acetato de
uranila (Reagen®), desidratados em série
crescente de etandis (50% em 10 minutos,
70% em 10 minutos, 90% em 10 minutos e
100% em 20 minutos) e  o6xido de
propileno (EMS®). Depois destas etapas, as
amostras foram embebidas com uma
solucio de 6xido de propileno (EMS®) e
resina araldite (502 Polyscience Inc.®), em
constante agitacdo, sendo em seguida
transferidos para resina araldite pura (502
Polyscience Inc.”) e levados a estufa (60°C),
permanecendo durante um periodo minimo
de dois dias.

Todos os blocos provenientes do
material processado foram trimados para
evidenciar as regides de interesse e seccio-
nados seriadamente com dois micrometros
de espessura, com o auxilio do ultra-
microtomo MT-XLO equipado com um
contador de seccdes e usando navalha de
vidro. A seguir, as sec¢Oes foram coletadas
sobre laminas e coradas com uma solucido
de azul de toluidina alcodlica. Posterior-
mente, foram cobertas com uma gota de
araldite (502 Polyscience Inc.”) e montados
sob laminula.

Estudo morfométrico

A partir de 30 secgbes seriadas com
dois micrometros de espessura, uma area
foi escolhida sistematicamente e
aleatoriamente para promover a andlise
morfométrica. Esta foi delimitada por uma
area teste (A) constituida por linhas de
inclusio e exclusido, sendo considerados
apenas os perfis que estavam dentro da area
teste e que nao tocavam nas linhas de
exclusiao. Os neuronios contidos nesta area
foram numerados individualmente, cada um
recebendo um numero no qual se repetia
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nas diferentes seccoes de analise quando se
tratava do mesmo petfil neuronal”'® .

As trés primeiras e as trés ultimas
seccoes nao foram consideradas para a
analise morfométrica, seguindo o principio
do “brick”"” | que é uma derivacio do
trabalho de Gundersen® aplicado ao plano
tridimensional. Desta forma, foram
analisadas 24 seccoes, sendo que os neur6nios
foram considerados para o calculo da area
seccional do corpo neuronal e area seccional
do ntcleo, ou ainda para a medida de eixos
maior ou menor, nas secgdes onde seu perfil
era maximo.

Os dados morfométricos foram
obtidos com o auxilio do Programa para
processamento e analise de imagens KS-400
Zeiss®, devidamente calibrado com uma
régua milimetrada. As imagens foram
capturadas com o auxilio do microscopio
6ptico Axioscopio ZeissO (Objetiva 20X) e
de uma camara digital TK 12800U JVC®
na qual transferia a imagem para uma tela
de computador. Foram mensurados 54
neuronios por ganglio (162 por grupo) e 33
nucleos por ganglio (99 nicleos por grupo),
provenientes de trés diferentes regides de
cada seccio, escolhidas sistematicamente ¢
aleatoriamente. Desta forma, foram
analisados um total de 486 neuronios e 297
nucleos nesta pesquisa.

A relacio nucleo-citoplasma também
foi verificada. Para a obtencao desta, foi
calculado primeiramente a area seccional do
citoplasma obtida por meio da subtracao
da area seccional do corpo do neur6nio pela
area seccional do nucleo. Apds, foi feita a
relacdo entre a area do nucleo e a area do
citoplasma.

Analise estatistica

A anilise estatistica dos resultados foi
realizada por meio do programa Statistical
Analysis System (SAS, 1995). A anilise da
significancia dos resultados morfométricos
foi testada usando o procedimento PROC
ANOVA para analises de variancia e, em caso
de deteccdo de efeitos significativos
(P<0,05), utilizou-se o teste de Tukey para a
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compara¢ao multipla entre as médias dos
diferentes grupos de analise.

Resultados

Estatistica morfométrica descritiva

A 4rea seccional do neuronio,
verificada em 162 neurdnios, variou no
grupo I de 125,50 — 895,00 um* (média 435
um?; desvio padrao 117,03), no grupo II de
123,00 - 1966,50 pm? (média 980,23 um?
desvio padrio 359,46) e no grupo III de
136,50 - 3539,30 um? (média 1185,80 um?
desvio padriao 569,80). No grupo I, 41%
dos neuronios apresentaram um tamanho
entre 400-600 pm? e no grupo 1II e 111, 24%
e 22% dos neurdnios, respectivamente, entre
800-1000 pm?* (Figura 1).

A 4rea seccional do nucleo, verificada
em 99 neurdnios, variou no grupo I de 63,47
- 198,26 um? (média 115,20 um? desvio
padrio 24,67), no grupo 11 de 71,56 - 297,76
pm? (média 179,56 um? desvio padrio
41,28) e no grupo III de 49,72 - 417,85 um?
(média 187,26 pm? desvio padrao 70,66).
No grupo I, 64% dos ntcleos apresentaram
um tamanho entre 100 - 150 um? e no
grupo II e III, 48,5% e 42,5%, respecti-
vamente, entre 150 - 200 um?* (Figura 2).

A relacdo nuicleo-citoplasma (area do
petfil nuclear / area do citoplasma),
verificada em 99 neuronios, variou no grupo
I de 0,14 - 1,50 (média 0,41; desvio padrio
0,22), no grupo Il de 0,11 - 1,90 (média 0,23;
desvio padrao 0,18) e no grupo 111 de 0,04
- 0,06 (média 0,2; desvio padrao 0,08). No
grupo I, 28,3% dos neurdnios apresentaram
a relacio nicleo-citoplasma na classe de 0,20
- 0,29 e 27,3% na classe 0,30 - 0,39. No

grupo 11, 49% na classe 0,20 - 0,29 e 42% na
classe 0,10 - 0,19. No grupo 111, 56% na
classe 0,10 - 0,19 (Figura 3).

Andlise de variancia (anova)

O procedimento ANOVA aplicado
nos parametros morfométricos teve por
objetivo detectar possiveis diferencas entre
os grupos etarios (filhotes, adultos e senis) e
ainda constatar significancia ou nao destas
diferencgas. Os resultados foram sumarizados
na tabela 1.

Os resultados referentes a 4rea
seccional do neuronio demonstraram
diferencas significativas entre todos os
grupos etarios estudados (P< 0,01), isto é, o
grupo I diferiu do 1I, o grupo I diferiu do
III e o grupo II diferiu do IIL.

Na analise comparativa da area
seccional nuclear e da relacio entre nucleo-
citoplasma entre os grupos Il e III os
resultados ndo foram significativos (P>0,05).
Entretanto, os resultados destas duas
variaveis morfométricas diferem signifi-
cativamente (P<0,01) quando comparado o
grupo I aos demais grupos, isto ¢, o grupo I
com o II e o grupo I com o III.

Discussao e Conclusao

A escolha da espécie canina foi devido
ao fato desta representar um modelo
experimental de facil acesso cujos aspectos
de sua biologia sdo claramente conhecidos.

Devido a necessidade da alta resolugao
e definicdo para o estudo morfométrico, foi
extremamente importante utilizar fixador por
meio de perfusio vascular (técnica de fixacao
mais eficiente no momento) e resina que Nao

Tabela 1-Médias das varidveis morfométricas nos trés diferentes grupos etarios (Sdo Paulo, 2004)

Médias
GRUPOS Area neuronal Area nuclear seccional Rela¢io nacleo-
seccional Lm?) (L) citoplasma
I (filhotes) 435a’ 115,2a 0,41 a
Il (adultos) 980,23 b 179,56 b 0,23 b
11 (senis) 11858 ¢ 187,26 b 02b

* Médias seguidas por letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo método de Tukey (P <0,01).
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causassem problemas como a retragdo do
material. Frente a esta questao, a utilizagao
do fixador (solug¢do de Karnovsky
modificada) apropriado e a utilizacdo de
resina plastica do grupo Epoxi (Resina
Araldite) para embeber o material foram
requisitos primordiais desta pesquisa. A
opcao pela resina ao invés da parafina esta
associada a retragdo que esta causa, COmo
também relatado por Guillery e Herrup?,
Gardella et al*. Von Bartheld,” . Ainda, a
utilizacdo da parafina impossibilitaria a
realizacdo de cortes semi-finos necessarios
para as analises morfométricas.

O tamanho dos neuronios no GMC
de cies, nas diferentes faixas etarias,
verificado através de sua 4rea seccional,
aumentou progressivamente e significativa-
mente com o aumento da idade, tendo sido
vetificado um aumento de 2,25x do filhote
para o adulto e de 1,2x do adulto para o
senil. Semelhantes resultados foram
reportados nos neurdnios presentes nos
ganglios celiaco mesentérico superior, cervical
superior'*** nodoso® e hipogistrico™.

O aumento no tamanho do perfil
neuronal entre os filhotes e adultos é explica-
do pela incompleta matura¢io dos
neur6nios no inicio das fases de desenvolvi-
mento, como também relatado por Vega,
Calzada e Del Valle? e Masliukov?’. No

45 ~
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25 A
20 A
15 A
10 ~
5 4
0 A

LI

1-200

400-600
600-800

o
o
~

800-1000
1000-1200
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1400-1600

1600-1800
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entanto, um aumento significativo no
tamanho do perfil neuronal entre um animal
adulto e um senil é passivel de algumas
especulagoes como: a possibilidade de um
alargamento do corpo celular por um
aumento no deposito de pigmentos como
a lipofucsina®'® , ou um aumento do corpo
celular pela diminui¢do da pressio exercida
por células vizinhas devido a morte celular™,
ou um aumento para compensar a perda
neuronal com o avanco da idade>'®.

Da mesma forma que foi verificado
um aumento no tamanho do corpo celular
do neurdnio com o aumento da idade, foi
verificado um aumento no tamanho do
nucleo. Porém, o aumento do nicleo foi
significativo apenas quando comparado os
filhotes com os demais grupos, onde foi
encontrado um fator de aumento de 1,56x
do filhotes para o adulto e de 1,62x do
filhote para o senil. Ja do adulto para o senil
a mudanc¢a no tamanho do nidcleo nio foi
significativa, tendo um fator de aumento de
apenas 1,04x. O aumento do ntcleo do
filhote para o adulto esta relacionado com a
fase estudada, onde é sabido que nas fases
de maturacao neuronal é esperado um
aumento no volume nuclear®®) sendo este
fato também reportado por Mayhew (1989)
nos ganglios da raiz dorsal de ratos de 20 e
120 dias.

[ Filhotes
B Adultos

O Senis

1800-2000
2000-2200
2200-2400
2400-2600
2600-2800
2800-3600

Figura 1- Distribuicao das classes das areas seccionais dos neurdnios do GMC nos trés diferentes grupos etarios.
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70 A

50-100
100-150
150-200
200-250

[ Filhotes
Bl Adultos

[ Senis

250-300
300-350
350-400
400-420

Figura 2 - Distribuicao das classes das dreas seccionais dos ntcleos do GMC nos trés diferentes grupos etarios.
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0,60-0,69

O filhotes
B adultos

[ senis

1,9

0,70-0,79

0,80-0,89

0,90-0,99
1,

Figuras 3 - Distribui¢ao das classes da relacao ntcleo-citoplasma no GMC nos trés diferentes grupos etarios

A relacdo nucleo-citoplasma nos
neurénios do GMC diminuiu com o aumento
da idade, da mesma forma dos achados de
Ledata et al”. Para ocorrer uma diminuicio nesta
relagdo € necessario que a area ocupada pelo
citoplasma no filhote seja inferior a drea ocupada
no adulto e senil, ou que a area ocupada pelo
nicleo no filhote seja superior a area ocupada
no adulto e senil, ou uma associagio das duas
hipéteses. Neste trabalho, foi verificado que a

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 43, n. 1, p. 57-64, 2005

area ocupada pelo nicleo aumenta, da mesma
forma que aumentou a area ocupada pelo
citoplasma. No entanto, embora ambos, nicleo
e citoplasma, tenham aumentado, a propor¢ao
do aumento do citoplasma foi superior a do
nuicleo com a progressio da idade.

Os resultados obtidos com esta
investiga¢ao podem ser tteis no entendimento
e tratamento de algumas enteropatias associadas
ou nao ao envelhecimento.
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Morphometric study of the neurons in the caudal mesenteric ganglion of
the dogs during the post- natal development (maturation and aging)

Abstract

The aging is characterized by a progressive decline of neuronal function
that involves both the central and the peripheral nervous system.
Aging process is accompanied by changes in the number and size of
neurons. However, these data are controvesial and poorly known in
the peripheral ganglia. In this way, the present investigation aimed to
study the dog’s caudal mesenteric ganglion (CMG) in two different
phases of aging (maturation and aging), looking for morphometric
alterations in the neurons. The importance of the CMG is associated
with the innervation of the lower large intestine, internal anal sphincter
and partially the urogenital system. To the study, was used nine males,
mongrel, domestic dogs, divided into three different well defined
aged groups (1-2 months, 1-3 years old, 5-10 years old). The ganglia
were processed for light microscopy study and the morphometric
analyses were done using morphometric analyses software KS 400
Zeiss®. The increase of age was caracthetized by an increased in size of
neuron and nucleu. Concerning about nucleus-citoplasmic relation,

Key-words:

Aging.

Neurons.

Caudal mesenteric
ganglion.
Morphometric.
Dogs.

this decrease with the age.
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