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RESUMO

O hipotalamo é uma regido da parte central do sistema nervoso (SNC)
responsavel pela manutencéo da homeostase do organismo e € composto por varios
ndcleos. Dentre os ndcleos que formam o hipotalamo, esta o nucleo paraventricular
(PVN), que € um dos centros encarregados pela regulacdo autonémica e endocrina
do organismo. O PVN é um importante centro pré-autondmico que auxilia na
regulacdo do sistema nervoso simpatico, podendo atuar na regulagdo de varios
sistemas, entre eles o cardiovascular. Alteragcbes neste nucleo podem estar
relacionadas a acometimentos cardiovasculares, como hipertensdo e insuficiéncia
cardiaca. Logo, com o envelhecimento, podem ocorrer alteracdes, a nivel de PVN,
que possivelmente desencadeiam alteracfes cardiacas nos idosos. Diante disso,
analisamos o PVN de cutias (Dasyprocta agouti) em diferentes faixas etarias com o
intuito de observar a dinAmica neuronal no nucleo durante o desenvolvimento pds-
natal. Para isso, foi realizada uma andlise morfoquantitativa tridimensional (anélise
estereoldgica) do PVN, tendo como base o principio de Cavalieri, juntamente com a
analise de densidade de volume (Vv) dos neurénios do nucleo baseado no principio
de Delesse, quantificacdo de numero de neurbnios por dissector Optico e volume
neuronal médio por nucleator. Essas analises foram realizadas em 11 cutias machos,
sendo divididos em quatro grupos etarios: G1- Neonato (n=2); G2- Jovem (n=2); G3-
Adulto (n=3) e G5- Senil (n=4). No PVN da Cutia foi observado duas regides
magnocelulares e seis regides parvocelulares. A analise quantitativa demonstrou que
o PVN dos animais senis, quando comparado aos neonatos, apresenta um aumento
de 317% no volume total do nucleo e de 291% no volume total ocupado por
componentes ndo neuronais. Como também, demonstrou que 0 niumero de neurénios
dos jovens e senis, quando comparados com 0s neonatos, teve um aumento de 114%
e 0 dos adultos, quando comparados com 0s neonatos teve um aumento de 109%.
Portanto, nossos dados apontam que o PVN de cutias senis apresenta uma hipertrofia
podendo estar associada a uma hiperplasia neuronal quando comparados aos

neonatos.

Palavras-Chave: Desenvolvimento pdés-natal, Nucleo paraventricular, Hipotalamo,

Neurdnios, Estereologia, Maturagédo, Envelhecimento.



ABSTRACT

The hypothalamus is a central nervous system (CNS) region, composed of
several nuclei responsible for maintaining homeostasis. Among many hypothalamic
nuclei there is the Paraventricular nucleus (PVN), which is one of the centers
responsible for the autonomic and endocrine regulation of the organism. PVN is an
important pre-autonomic center that assists in the regulation of the sympathetic
nervous system, acting at the regulation of several systems, including the
cardiovascular system. Changes in this nucleus may be related to cardiovascular
complications, such as hypertension and heart failure. Therefore, with aging, there may
be changes in PVN that can trigger cardiac changes in the elderly. Thus, we analyzed
the PVN of agouti (Dasyprocta agouti) in different ages in order to observe the neuronal
dynamics in the nucleus during the postnatal development. For this, three-dimensional
morphoquantitative analysis (stereological analysis) of the PVN was performed, based
on Cavalieri’s principle, together with the volume density (Vv) analysis of the nucleus
neurons based on Delesse’s principle, quantification of number of neurons by optical
dissector and average neuronal volume per nucleator. These analyzes were performed
in 11 male agoutis, divided into four age groups: G1- Neonate (n = 2); G2- Young (n =
2); G3- Adult (n = 3) and G5-Senile (n = 4). In the PVN of the agouti two magnocellular
regions and six parvocellular regions were observed. Quantitative analysis showed
that the PVN of senile animals, when compared to neonates, shows a 317% increase
in total nucleus volume and 291% increase in total volume occupied by non-neuronal
components. It also showed that the number of young and senile neurons, when
compared with neonates, had a 114% increase. For adults, when compared with
neonates, had a 109% increase. Therefore, our data indicate that PVN of senile agouti
presents hypertrophy and may be associated with neuronal hyperplasia when

compared to neonates.

Keywords: Postnatal development, Paraventricular nucleus, hypothalamus, Neurons,

Stereology, Maturation, Aging
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Regido magnocelular medial

Nucleo mediano predptico

Regido parvocelular medial

Area pré-optica medial

Numero total de neurénios

Oxido nitrico

Nucleo do trato solitario

Quiasma optico

Organizacao das Nacodes Unidas
Ocitocina

Orgéo vasculoso da lamina terminal
Nucleo paraventricular do hipotdlamo
Tampao fosfato salino

Area hipotalamica posterior

Regido posterior magnocelular

Numero de pontos do sistema que tocam os corpos celulares

Regido parvocelular posterior

Numero de pontos que tocam todo o espaco de interesse

Regiao periventricular
Parte magnocelular anterior
Parte parvicelular anterior
Parte parvicelular dorsal
Parte forniceal

Parte parvicelular lateral

Parte magnocelular medial



PVHmMpd Zona dorsal da parte parvicelular medial

PVHmMpv Zona ventral da parte medial parvicelular
PVHpmI Zona lateral da parte posterior magnocelular
PVHpmm Zona medial da parte posterior magnocelular
PVHpv Parte periventricular

PVN Nucleo Paraventricular do Hipotalamo

Q Numero de particulas (neurénios) amostradas em dissector
oticos

RMM Nucleo retromamilar medial

RVLM Medula rostroventrolateral

SCh Nucleo supraquiasmatico

SFO Orgao subfornicial.

SNC Sistema Nervoso Central

SO Nucleo supradptico

SS Somatostatina (SS)

ssf Fracao das seccdes histoldégicas amostradas
t Espessura média das secgdes histologicas
TRH Hormonio liberador de tireotropina

UFERSA Universidade Federal Rural do Semiarido Nordestino
UFRN Universidade Federal do Rio Grande do Norte
VLPO Nucleo pré-optico ventrolateral

VMH Nucleo ventromedial.

VN Volume neuronal médio

VP Vasopressina

Vp Regiao parvocelular ventral

Vrefpun Volume total do nucleo

Vtot Volume total ocupado pelos neuronal

Vv Densidade de Volume dos neurbnios

2p Somatério dos pontos que tocam o alvo
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1 INTRODUCAO

O hipotadlamo é uma regido da parte central do sistema nervoso (SNC)
localizada no diencéfalo, que se encontra ventralmente ao talamo, formando o
assoalho do terceiro ventriculo. E composto por varios nicleos, em que cada nucleo
apresenta funcdes e conexdes especificas, entre estes estd o nucleo paraventricular
(PVN) (Simerly, 2004; Biran, et, al, 2015).

O PVN é crucial na integracdo de respostas autondmicas e neuroenddcrinas
mediante alguns estimulos, sendo, desse modo, um dos centros de controle
autondmicos mais importantes (Ferguson; Latchford; Samson, 2008; Affleck; Coote;
Pyner, 2012). Este possui papel fundamental no que se refere a regulacéo do ténus
simpatico na saude ou na doenca, estando parcialmente relacionado a desregulacéo
do sistema nervoso encontrada na insuficiéncia cardiaca, por exemplo (Benarroch,
2005; Pyner, 2014; Mcbryde, et al., 2018; Dampney, et al., 2018).

O desenvolvimento € um processo que se inicia a partir do momento da
concepcao e permanece durante o decorrer da vida do individuo. Algumas etapas do
desenvolvimento da parte central do sistema nervoso (SNC) tem seu fim ainda no pré-
natal (ainda intra-atero), enquanto outros se prolongam durante o periodo pds-natal,
processo esse que se observa tanto em humanos como em roedores (ratos e

camundongos) (Rice; Barone, 2000).

No decorrer do desenvolvimento, ocorre ganhos e perdas de funcdes, como
por exemplo: durante o processo de envelhecimento, ocorre uma perda progressiva
de vérias funcdes fisiolégicas, que podem levar a varias altera¢cdes no organismo,
como declinio no metabolismo, mudangas nas fun¢des hormonais, no ritmo
circadiano, na cognicdo e na reproducéo. Observa-se também alteracfes estruturais
e funcionais em sistemas regulatérios, como o sistema enddcrino e autdbnomo
(Roberts et al. 2012; Pal et al. 2014; Kim e Choe, 2018).

O PVN é um centro importante de controle simpatico no SNC, pois apresenta
neurbnios pré-autonébmicos que enviam sinais de forma direta ou indireta para os
neurdnios simpaticos pré-ganglionares. Diante disso, o entendimento da dindmica

neuronal desse nucleo; durante o desenvolvimento pds-natal € importante para que
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possa analisar se algumas das alteracdes autonbmicas decorrentes do

envelhecimento podem ser atribuidas a ela.

bY

A cutia (Dasyprocta aguti) € um mamifero silvestre pertencente a ordem
Rodentia, familia Dasyproctidae, género Dasyprocta. Esta distribuido nos biomas
mundiais, sdo encontrados em todos os estados da regido Nordeste do Brasil (Moojen,
1952; Lacher, 1981; Pinheiro, 1989; Barbosa et al., 2008) e atualmente vem sendo
usada como modelo experimental em algumas pesquisas. A cutia € o terceiro maior
roedor brasileiro seguido apenas da capivara (Hydrochaeris hydrochaeris) e da paca
(Agouti paca) (Silva et al., 2014). Os roedores, em geral, por apresentarem aspectos
caracteristicos, tais como tamanho adequado e baixo custo de manutencdo, sao
considerados bons modelos de animais experimentais. No entanto, o interesse pela
utilizacdo de roedores silvestres, principalmente como modelo de desenvolvimento
pos-natal tem crescido nos ultimos anos (Ribeiro, 2004; Melo et al., 2009; Abrah&o et
al., 2009; Ladd et al., 2012; Cavalcanti et al., 2014). Logo, estudo com esse roedor de
médio porte podera proporcionar correlagbes com mamiferos de maior superficie
corpérea, que sera de grande importancia para a evolugdo da neuroanatomia
veterinaria, como também fornece um modelo com habitos e comportamentos

diferentes de roedores de laboratorio.

Objetivamos com este estudo, por meio da analise morfoquantitativa
(estereoldgica) do PVN de cutias em diferentes faixas etarias, avaliar a dinamica
neuronal pds-natal neste nucleo realizando a estimativa volumétrica do nucleo e seus
componentes, bem como a quantificacdo do nimero de neurbnios em quatro fases
diferentes do desenvolvimento pds-natal, permitindo analisar o efeito deste processo

sobre estes parametros.

Logo, buscamos fornecer dados morfoquantitativos que possam contribuir com
o entendimento de como o nudcleo hipotalamico se comporta com o0 processo de
desenvolvimento pés-natal, fornecendo bases estruturais para possiveis alteracdes

associadas a dinamica do PVN.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A populagdo mundial encontra-se em um processo de transicdo que resultara
em uma populacdo predominantemente idosa, segundo a Organizacdo das Nacdes
Unidas (ONU). Atualmente cerca de 841 milhdes de pessoas encontram-se com mais
de 60 anos e estima-se que até o ano de 2050 esse numero passe a 2 bilhdes de
pessoas. Com isso, acredita-se que até o ano de 2020 o numero de pessoas acima
de 60 anos sera superior ao numero de criancas até cinco anos (Lakatta e Sollot,
2002; Lakatta e Levy, 2003; Meersman e Stein, 2007; Nakou, et. al, 2016).
Consequentemente, informacfes sobre as alteracdes estruturais e funcionais
associadas a idade na auséncia de doenca tém se tornado essenciais, com 0 intuito
de definir as caracteristicas especificas do processo de envelhecimento que tornam a
idade um potencial fator de risco, principalmente para doencas cardiovasculares.

Diante disso, hipotetizamos que o PVN possa sofrer alteracbes morfoldgicas
durante o desenvolvimento pés-natal, podendo estas serem umas das causas das
doencas que acometem o idoso com envelhecimento normal, podendo levar a uma
desregulacdo e hiperatividade simpatica. Desse modo, a observacdo dessas
alteracdes pode auxiliar no entendimento da etiologia dessas doencas que aparecem

no individuo senil.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Perspectiva geral do nucleo paraventricular do hipotalamo (PVN): estrutura
e funcdes

A homeostase € um artificio usado pelo corpo no qual responde a alteragcfes
dos estimulos ambientais por meio de respostas equilibradas. Diante disso, essas
respostas sao responsaveis por regular o meio interno com o intuito de manter um
ambiente estavel (West, 2010; Cannon, 1932). O organismo pode ser acometido por
diversas patologias quando ocorre um desequilibrio na homeostase. Variados
mecanismos atuam na manutencdo da homeostase, entre eles encontram-se a

regulacéo neuroenddcrina e autondmica originada no SNC.

No SNC, o hipotalamo apresenta papel crucial no processo de regulacdo da
homeostase por meio da integracéo e do processamento de sinais sensoriais internos
e externos que desencadeiam processos regulatorios autonémicos, neuroendocrinos,
fisiologicos e comportamentais (Snell, 2011). Desempenhando também um papel
importante na manutencdo da homeostase cardiovascular (Swanson e Sawchenko,
1983; Biran, et, al, 2015).

7

O hipotalamo € uma porcdo do diencéfalo que ocupa cerca de metade da
porcdo ventral desta regido, e se encontra ventralmente ao talamo. Forma o assoalho
e a porcao inferior das paredes laterais do terceiro ventriculo, localizando-se bem
acima da hipofise. Dorsalmente, é delimitado, em todo o seu comprimento, pela zona
incerta e borda medial do pedunculo cerebral e caudalmente, o hipotalamo une-se a
substancia cinzenta periaquedutal e a éarea tegmental ventral do mesencéfalo
(Simerly, 2004).

O hipotalamo pode ser dividido em trés zonas e quatro regides. Sendo no seu
sentido rostro-caudal dividido em: regido pré-optica, regido anterior, regiao tuberal e
regido mamilar (Clark, 1938). Como também, segundo Crosby e Woodburn (1939),
em seu sentido latero-lateral pode ser dividido em trés zonas: sendo a camada de
células em torno do terceiro ventriculo nomeada de zona periventricular; o conjunto
de células seguintes, onde se encontra a maioria dos nucleos, nomeado por zona

medial e a camada mais externa por zona lateral (Crosby e Woodburn, 1939). Além
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dessas divisbes, o hipotdlamo é composto por varios nucleos, entre estes esta o
nacleo paraventricular do hipotalamo (PVN), que tem sua porc¢ao ventral iniciando na
regido pré-optica e o restante esta situado na regido anterior (Fig. 1) do hipotalamo,
como também, tem sua maior extensdo presente na zona medial (Saper e Lowell,
2014; Biran, et, al, 2015).

! <t P
o &
o DHA
PVN
DMH
M DLPO
. PHA
. LHA
AHA VMH
.-/
SO ArC A & RMM

1 Regido pré-optica j Regido antenior | Regido tuberal 1 Regido mamilar |

Figura 1 Imagem ilustrativa de uma secc¢éo sagital de encéfalo de rato, no qual esquematiza os
principais ndcleos e regides do hipotadlamo. (Ac) comissura anterior; (AHA) area hipotalamica anterior;
(ArC) Nucleo arqueado; (DHA) Area hipotalamica dorsal; (DLPO) Area pré-optica dorsolateral; (DMH)
nacleo dorsomedial; (LHA) area hipotalamica lateral; (MM) niicleo mamilar medial; (MnPO) n(cleo pré-
Optico mediano; (MPA) area pré-optica medial; (och) quiasma 6ptico; (PHA) area hipotalamica posterior;
(PVN) nucleo paraventricular do hipotadlamo; (SCh) ndcleo supraquiasmético; (SO) nlcleo supradptico;
(RMM) nucleo retromamilar medial; (VLPO) nicleo pré-optico ventrolateral; (VMH) ndcleo ventromedial.
(Adaptado de Saper e Lowell, 2014)

O PVN é crucial na integracdo de respostas autondmicas e neuroenddcrinas
mediante alguns estimulos, sendo, desse modo, um dos centros de controle
autondmicos mais importantes desempenhando papel fundamental na regulacdo do

estresse, do metabolismo, do crescimento, da reproducéo e de alguns sistemas como
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0 gastrointestinal, cardiovascular e renal, buscando sempre a homeostase (Ferguson,
et. al., 2008; Affleck, et. al., 2012).

7

Este nlcleo € uma complexa estrutura efetora que se mostra crucial para
propiciar respostas enddcrinas e autondmicas necessarias para a manutencdo da
homeostase do sistema cardiovascular, buscando adaptacao aos estressores internos
e externos (Benarroch, 2005; Lowen, et. al, 2017). Como também, possui papel
fundamental no que se refere a regulagéo do tbnus simpatico na satde ou na doenca,
estando parcialmente relacionado a desregulacéo do sistema nervoso encontrado na
insuficiéncia cardiaca, por exemplo (Benarroch, 2005; Pyner, 2014). Relata-se
também que o PVN esta envolvido em quadros hipertensivos e de sindrome

metabdlica (Mcbryde, et, al, 2018; Dampney, et. al, 2018).

3.1.1 Divis@es funcionais e citoarquitetura do PVN

O PVN foi observado pela primeira vez no encéfalo de gamba (Ziehen,1901), e
com o decorrer do tempo, Varios pesquisadores observaram essa estrutura em outros
animais como cobaia, coelho, rato e ser humano. Desse modo, essa estrutura foi
inicialmente descrita como uma por¢do medial de células intimamente associadas

com a area periventricular do hipotalamo (Simmons e Swanson, 2008).

Posteriormente, esta estrutura foi estudada e descrita mais extensivamente.
Com isso, atualmente, sabe-se que o PVN do rato apresenta cerca de 10 mil neurénios
em uma estrutura em forma de asa com volume de 0,5 mm?3 em cada lado do terceiro

ventriculo (Simmons e Swanson, 2008).

ApoOs varios anos de estudo, conhece-se que o PVN é um nucleo integrativo,
que pode ser dividido de acordo com sua estrutura e hodologia em trés porcdes
distintas com populacdes de neurbnios separadas (Fig. 2), 0s quais apresentam
conexdes, fungbes, caracteristicas citolégicas e neuroquimicas diferentes (Simmons
e Swanson, 2009). Essas divisbes sdo denominadas como: neuroenddcrina
magnocelular, neuroenddcrina parvocelular e descendente (Benarroch, 2005;
Ferguson et. al., 2008; Simmons e Swanson, 2009; Manojlovi¢-stojanoski et al., 2016;
Lowen, 2017).
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Esses conjuntos de células possuem papel importante no processo de
regulacdo de varios sistemas, principalmente do sistema cardiovascular, tanto por
meio de regulacdes endocrinas como regulacdo por meio do sistema nervoso

autbnomo.

VP, OT, CHR
Ang II

Glutamato
\

\ _--."‘\ \\
4 v
, RVLM  Nicleo
vagal
\
v J
-
IML

!

Glicocorticoides Fluxo autondomico

Figura 2- DivisGes funcionais do nlcleo paraventricular do hipotalamo (PVN). O PVN é formado por
subdivisBes: magnocelulares contendo neurdnios que sintetizam vasopressina (VP) ou ocitocina (OT)
e se projetam para a neurohipéfise, da qual esses hormdnios sédo secretados para a corrente sanguinea
(anterior); parvocelulares sintetiza o horménio liberador de corticotrofina (CRH) e controla as células
corticotropicas presentes na adenohipéfise sintetizando o horménio adrenocorticotréfico (ACTH)
(mediana); e uma subdivisdo posterior contendo neurdnios sintetizando VP, OT, CRH, angiotensina Il
e glutamato e projetando-se a medula ventrolateral rostral (RVLM) e a coluna intermédio lateral da
medula (IML) (posterior). (Adaptado de Benarroch, et al., 2005)
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3.1.1.1 Divisdo neuroendocrina magnocelular

Essa divisdo é formada por dois grupos de neurbnios grandes distintos que
sintetizam principalmente os hormonios ocitocina (OT) e vasopressina (VP) (Simmons
e Swanson, 2009). Essas células se projetam para a neurohipofise, onde, diante de
estimulo, secretam as OT e VP na corrente sanguinea sistémica (Benarroch, 2005;
Baldasso et. al, 2007; Lowen, 2017). Esses hormdnios quando liberadas atuam em

Varios receptores sistémicos.

Também conhecido como horménio antidiurético, a VP tem sua sintese e
liberacdo controlada por meio da intensidade do estimulo em barorreceptores
presentes no arco aortico e no seio carotideo que se comunicam com 0 SNC por meio
do nervo vago. A reducédo do estimulo nesses barorreceptores é um grande estimulo
para a producdo de VP, como por exemplo em casos de hipovolemia e hipotensao
(Baldasso et. al, 2007).

Ela pode proporcionar vasodilatacdo em alguns 6rgdos, vasoconstricdo em
alguns vasos e regulacdo osmatica por meio de sua atuacdo nos ductos renais em

casos como de desidratacdo e queda da pressao arterial (Baldasso et. al, 2007).

Ja a OT é amplamente conhecida como um hormdnio que facilita a contracéo
do musculo liso do utero no momento do parto e a ejecdo de leite durante a lactacéao
(Gimpl e Fahrenholz, 2001). No entanto, atualmente sabe-se que a OT esta
intimamente relacionada com a VP, desempenhando um importante papel no
desenvolvimento cognitivo, no comportamento social e atuando indiretamente como

antiestressor (Carter et al. 1992; Insel e Hulihan, 1995; Dacome & Garcia, 2008).

Esta divisdo, por sua vez, pode ser subdividida, em 4 areas, de acordo com sua
localizacdo: parte magnocelular anterior (PVHam), parte magnocelular medial
(PVHmMm), zona medial da parte posterior magnocelular (PVHpmm) e zona lateral da
parte posterior magnocelular (PVHpml) (Fig.3 e 4) (Simmons e Swanson, 2009).
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3.1.1.2 Divisdo neuroendodcrina parvocelular

E formada por populagdes separadas de neurdnios que sintetizam o horménio
liberador de corticotropina (CRH), somatostatina (SS), o hormoénio liberador de
tireotropina (TRH), a dopamina (DA) e horménio liberador de horménio do crescimento
(GHRH) (Benarroch, 2005; Simmons e Swanson, 2009). Esses neurdnios, por sua
vez, se projetam para a eminéncia mediana onde liberam esses hormonios que irdo
regular a secregdo de horménios na adenohipdfise. Por exemplo, O CRH ira atuar na
adenohipofise sinalizando para a producdo do hormonio adrenocorticotrépico (ACTH)
e este, por sua vez, ira atuar na glandula adrenal, ou seja, é responsavel pela ativacao
do eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal. Esses neurdnios atuardo na producdo de
catecolaminas pela adrenal que podem atuar em situacdes de estresse como também

na regulacéo cardiovascular (Ferguson; Latchford; Samson, 2008; Benarroch, 2005).

Assim como a divisdo neuroendocrina magnocelular, esta pode ser subdividia
em trés regides: parte parvicelular anterior (PVHap), zona dorsal da parte parvicelular
medial (PVHmpd) e parte periventricular (PVHpv) (Fig.3 e 4) (Simmons e Swanson,
2009).

3.1.2 Divisao descendente

E formado por um conjunto de neur6nios que se projetam diretamente para
ndcleos pré-ganglionares simpaticos presentes na medula espinal, bem como, para
outros nucleos autonémicos, incluindo o ndcleo do trato solitario (NTS) e a medula
rostroventrolateral (RVLM), desempenhando papel crucial na regulacdo do sistema
nervoso simpatico (Simmons e Swanson, 2008; Pyner, 2014; Dampney, et. al, 2018).
Semelhante as outras duas divisdes do PVN, esta pode ser subdivida em quatro
regides: zona ventral da parte medial parvicelular (PVHmpv), parte parvicelular dorsal
(PVHdp), parte parvicelular lateral (PVHIp) e parte forniceal (PVHf) (Fig.3 e 4)
(SIMMONS e SWANSON, 2009)
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Figura 3- Imagens esquematica dos Atlas Niveis 21-27 do atlas de referéncia (Swanson, 2004),
esqguematizando as subdivisdes do nucleo paraventricular do hipotalamo (PVH: parte magnocelular
anterior (PVHam), parte magnocelular medial (PVYHmMm), zona medial da parte posterior magnocelular
(PVHpmm) e zona lateral da parte posterior magnocelular (PVHpml), parvicelular anterior (PVHap),
zona dorsal da parte parvicelular medial (PVHmpd) e parte periventricular (PVHpv), zona ventral da
parte medial parvicelular (PVHmMpv), parte parvicelular dorsal (PVHdp), parte parvicelular lateral
(PVHIp) e parte forniceal (PVHf)). Abreviaturas: (ac) comissura anterior; (AHN) nucleo hipotalamico
anterior; (BST) leito dos nucleos da estria terminal; (fx) férnix; (Eu) area internuclear; (mct) trato cortico-
hipotalamico medial; (NMP) nucleo pré-6ptico medial; (MPO) area pré-optica medial; (DP) ndcleo pré-
Optico posterodorsal; (PVa) parte anterior do nucleo hipotalamico periventricular; (PVi) parte
intermediaria do ndcleo hipotalamico periventricular; (PVpo) nicleo periventricular pré-optico; (TVP)
nucleo talamico paraventricular; (RE) ndcleo reuniens; (SBPV) hipotalamo da zona subparaventricular;
(V3h) parte hipotalamica do terceiro ventriculo; (VMH) ndcleo hipotalamico ventromedial; (ZI) zona

incerta. (Adaptado de Simmons e Swanson, 2009).
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lateral

HORIZONTAL

Figura 4 Esquemas para visualizar a integracao entre os varios tipos de células e as areas do PVN.
(A) viséo lateral do PVN por meio de um corte sargital e (B) visdo superior do NPVN por meio de um
corte horizontal. parte magnocelular anterior (am), parte magnocelular medial (mm), parte posterior
magnocelular (pm), parvicelular anterior (ap), parvicelular medial (mp), parte periventricular (pv), parte
medial parvicelular (mp), parte parvicelular dorsal (dp), parte parvicelular lateral (Ip). (Adaptado de

Swanson e Kuypers,1980).

Para que possa exercer suas funcbes essas células recebem informacdes
aferentes oriundo de receptores viscerais que sao retransmitidos por células do

proprio NTS e do nucleo parabraquial, além da retransmissdo de dados de
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temperatura, angiotensina Il circulante e outros fatores humorais pelo nucleo preé-
optico, o 6rgéo subfornical e o 6rgdo vascular da lamina terminal. Também, recebem
informacdes dos niveis de leptina e insulina por meio de retransmissédo do nucleo
arqueado (Pyner, 2014; Dampney, et. al, 2018). Desse modo, esses neurdnios sao
responsaveis pelo controle de uma gama de variaveis fisiolégicas por meio desses

varios sinais recebidos (Fig 5).
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Figura 5 llustragdo esquematica do processo de sinalizagdo e retransmisséo de sinais para as células

pré-autonémicas do PVN. A) corte sagital do encéfalo de ratos mostrando localizagdo dos nucleos
cerebrais que tem papel importante na regulacdo simpatica por meio do PVN; B) Diagrama de fluxo
esquematizando as entradas e saidas neuronais pré-simpética do NPV que sdo responsaveis pela
regulacéo simpética. (SFO) 6rgédo subfornical; (OVLT) 6rgdo vasculoso da lamina terminal; (Arc) nicleo
arqueado; (NTS) Nucleo do trato solitario; (MnPO) nlcleo mediano predptico; (PVN) nlcleo
paraventricular do hipotalamo; (RVLM) medula rostroventrolateral. (Adaptado de Dampney, et. al,
2018).
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As informagfes enviadas para o PVN serdo recebidas pelos neurbnios preé-
autonémicos parvocelulares que poderdo enviar projecdes diretas e indiretas para 0s
neurbnios pré-ganglionares simpaticos presentes na coluna intermédio lateral da
medula espinal (IML). Esses, por sua vez, irdo enviar fibras para os ganglios
simpéticos onde sinalizardo para os neurénios pés-ganglionares participando, assim,
da regulacdo do sistema nervoso simpatico (Benarroch, 2005; Cravo, et al, 2006;
Guyenet, 2006; Pyner, 2014; Dampney, et al, 2018).

Por exemplo, em quadros de alteragcbes cardiovasculares, barorreceptores
presentes no arco aortico e no seio carotideo, que se comunicam com o SNC por meio
de fibras aferentes que seguem pelo nervo vago (nervo craniano X) e nervo
glossofaringeo (nervo craniano 1X), sdo ativados e enviam sinais que chegam ao NTS.
Neurbnios presentes neste nucleo irdo retransmitir o sinal para interneurénios na
medula caudoventrolateral (CVLM) e este, por sua vez, enviara sinal para a RVLM e
para nucleos diencefalicos incluindo o PVN. Desse modo, o PVN ao receber as
informacdes enviara sinal para o RVLM que é responsavel por regular os neurbnios
pré-ganglionares simpaticos presentes na IML, sendo estes a origem do tdnus
simpatico para coracdo e vasos. O NPV também, pode enviar sinal para o NTS para
gue esse possa modular o barorreflexo (Fig 2) (Cravo, et al, 2006; Dampney, 2016;

Dampney, et al, 2018).

No entanto, no processo de regulacdo da atividade simpéatica feita pelo PVN,
este recebe diversas entradas inibitérias mediadas por acido gama-aminobutirico
(GABA) e entradas excitatérias mediadas por glutamato. O glutamato ird interagir e
ativar receptores AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazole-4-propionato) e NMDA
(N-metil-D-aspartato) presentes em neurdnios do PVN (Fig. 6). Em condicbes nao
patolégicas 0s neurdnios pré-autonbmicos sao regulados por interneurbénios
liberadores de GABA e Oxido nitrico (NO) que provocam uma inibicdo ténica. No
entanto, em quadro de insuficiéncia cardiaca, por exemplo, 0s neurdnios pre-
autonémicos sdo desinibidos por interneurbnios liberadores de glutamato e
angiotensina Il levando a um aumento da atividade simpética. Desse modo, a
atividade de disparo dos neurdnios de saida do PVN é mediada pelas entradas
gabaérgicas e glutamatérgicas (Ferguson; Latchford; Samson, 2008; Affleck; Coote;
Pyner, 2012; Pyner, 2014; Dampney, et al, 2018).


https://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_gama-aminobut%C3%ADrico
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Figura 6 - Demonstrativo dos mecanismos de regulagdo dos neurdnios responsaveis pelo controle
simpatico no PVN. A angiotensina Il circulante (Angio Il) atua via receptor de angiotensina tipo 1 (AT1)
no 6rgdo subfornicial (SFO). Este, por sua vez, envia projecdes excitatérias de Angio Il e atuam via
neurdnios glutamatérgicos locais que ativam o neurénio do NPV por meio dos receptores N-metil-D-
aspartato (NMDA). A ativag&o do receptor NMDA leva a producédo de 6xido nitrico (NO) por meio de
nNOS, que potencializa os efeitos inibitérios. Essa inibicdo é mediada pelo acido gama-aminobutirico
(GABA), por meio de receptores GABAA. (Adaptado de Benarroch et al., 2005)

3.2 Aspectos morfofuncionais do desenvolvimento pds-natal do SNC

7

O desenvolvimento € um processo que se inicia a partir do momento da
concepcao e permanece durante o decorrer da vida do individuo. Durante todo esse
periodo esse processo sofre interferéncia de varios fatores sejam ambientais ou
genéticos. Algumas etapas do desenvolvimento do SNC tém seu fim ainda no periodo
pré-natal (ainda intra-Utero), enquanto outros se prolongam durante o periodo pés-
natal, processo esse que se observa tanto em humanos como em roedores (ratos e

camundongos) (Rice; Barone, 2000).

No entanto, o processo de desenvolvimento neural dos roedores (ratos e
camundongos) difere do humano. Enquanto o desenvolvimento neural humano ocorre
predominantemente no periodo pré-natal (Fig. 7), o dos ratos e camundongos tem

uma grande parte do seu desenvolvimento neural ocorrendo no periodo pos-natal
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(Fig.8). As duas semanas logo ap6s o nascimento dos roedores corresponde
equivalentemente ao terceiro més de gestacdo para os humanos, onde ocorre um
grande desenvolvimento levando a um rapido crescimento encefalico proporcionado
por processos de arborizagdo dendritica, crescimento axonal, mielinizacdo, e picos de
variados processos, como 0 a maturagcdo da neurotransmissédo (Bayer et al., 1993;
Dwyer; Broide; Leslie, 2008; Quinn, 2005).
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Figura 7 Representacdo temporal de alguns processos do desenvolvimento pré-natal e pos-natal do

SNC em humanos (Adaptado Rice; Barone, 2000)
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Figura 8 Representacdo temporal de alguns processos do desenvolvimento pré-natal e pos-natal do

SNC em roedores (ratos e camundongos) (Adaptado de Rice; Barone, 2000).

Durante o processo de desenvolvimento ocorre varias etapas de
transformacdes levando a aquisicbes e perdas de fungbes. Como, por exemplo, a
senescéncia, que pode ser descrita como o processo de envelhecimento natural do
organismo. Esse processo tem por caracteristica perda progressiva de varias funcdes
fisioldgicas, que consequentemente podem levar a varias alteragcdes no organismo,
como: declinio no metabolismo, nas fun¢des hormonais, no controle dos ritmos
circadianos, na cognicdo e na reproducdo. Observa-se também alteracdes estruturais
e funcionais em sistemas regulatérios com o sistema enddcrino e autbnomo (Roberts;
et al. 2012; Pal et al. 2014; Kim e Choe, 2018).

Grande parte das funcgdes fisiolégicas que alteram com o envelhecimento sao
governadas pelo hipotalamo. Logo, todos 0s processos necessitam que o hipotalamo
e suas conexdes se encontrem intactos para que possa exercer perfeitamente suas
funcdes. O hipotdlamo € um importante centro de controle do SNC, que com o auxilio
de estruturas presentes no tronco encefalico e na medula espinal conecta o encéfalo
com o corpo, fazendo com que as informagcbes ambientais que alteram com o
envelhecimento também cheguem aos Orgaos periféricos, como por exemplo ao
coracao (Roberts et al. 2012; Kim e Choe, 2018).
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3.3 Aspectos quantitativos tridimensionais no sistema nervoso central

Nos ultimos anos tem crescido o interesse, das revistas cientificas da area de
morfologia por estudos que utilizem estimativas quantitativas que empreguem
delineamento estereoldgico em suas analises.

O termo estereologia deriva do grego “stereos”, que significa solido, e € uma
ciéncia que lanca méo de um conjunto de métodos que proporciona estimativas de
tamanho, niumero, densidades, comprimentos e superficies de praticamente todas as
particulas biol6gicas conhecidas, a partir de uma perspectiva tridimensional (Howard
e Reed, 2010), em outras palavras € uma morfometria 3D.

A estereologia baseada em design tornou-se o principal método de escolha na
andlise histolégica quantitativa, muito por conta de seu carater objetivo, preciso e
confidvel nas estimativas. Este tem um alicerce estatistico muito forte que o sustenta,
baseado em principios de amostragem aleatdria, sistematica e uniforme que garantem
a representatividade do 6rgao inteiro a partir de uma amostra pequena de secc¢oes,
com o intuito de fornecer dados quantitativos, imparciais e extremamente acurados.
Outro ponto importante para a utilizacdo deste método € a possibilidade de se
mensurar o coeficiente de erro do método, o que aumenta substancialmente a
credibilidade e confiabilidade do método (Gundersen, et. al, 1999; Jordao, et. al,
2011).

O uso de métodos estereoldgicos para a analise do SNC vem contribuindo
consideravelmente para a compreensao da morfologia funcional e patolégica do
cérebro envelhecido. Isso pode ser comprovado pelo fato de que antes do uso dessas
técnicas acreditava-se que havia uma perda neuronal generalizada no encéfalo
durante o envelhecimento, no entanto, com o advento dessa técnica atualmente sabe-

se que nao ha esta perda (Schmitz e Hof., 2007; Roberts et al. 2012).

3.3 Modelo experimental

A cutia (Dasyprocta sp.) € um roedor silvestre de médio porte (3-6 Kg) (Fig. 9),
considerado o terceiro maior roedor brasileiro seguido apenas da capivara

(Hydrochaeris hydrochaeris) e da paca (Agouti paca) (Silva et al., 2014).
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Taxonomicamente ¢é classificado como pertencente a ordem Rodentia,
subordem Hystricomorpha, familia Dasyproctidae e género Dasyprocta (Moojen,
1952; Lacher, 1981; Oliveira, et al., 2017). Esse género é composto por varias
espécies, que sdo amplamente distribuidos nos biomas mundiais, desse modo, no
Brasil sdo encontradas as seguintes espécies: Dasyprocta aurea, Dasyprocta azarae,
Dasyprocta catrinae, Dasyprocta croconota, Dasyprocta fuliginosa, Dasyprocta
leporina, Dasyprocta nigriclunis, Dasyprocta prymnolopha e Dasyprocta aguti
(Bonvicino, 2008). Esses s&o encontrados em todos os estados da regidao Nordeste
do Brasil, na regido da bacia amazoénica e em algumas areas do Rio de Janeiro e Sdo
Paulo (Moojen, 1952; Lacher, 1981; Pinheiro, 1989; Barbosa et al., 2008; Bonvicino,
2008).

Figura 9 Foto de uma Cutia macho com cerca de 12 meses de idade em cativeiro.

S&0 animais que apresentam habitos predominantemente diurno podendo se
tornar noturno em casos de interferéncia humana ou de predadores (Santos, 2005).
Se alimentam predominantemente de sementes e poupas de frutas, tendo preferéncia
por sementes grandes (Jorge e Peres, 2005). Diante disso, estes animais sao
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considerados um dos mais importantes dispersores de sementes, pois além de se
alimentarem delas acabam enterrando-as em varios locais com o intuito de reserva

para periodos de escassez de comida (Jorge e Peres, 2005; Cid, et al., 2014).

As cutias possuem uma fase pré-pubere que se prolonga por um periodo de
cinco meses a partir do nascimento, uma fase de transicao entre a pré-puberdade e
a puberdade com duracédo de 2 meses (entre 0s 6 e 8 meses de vida) e uma fase de
puberdade que sé se inicia por volta dos nove a dez meses de idade (Oliveira, et al.,
2017). A gestacao desses animais dura em média 120 dias, dando origem a ninhadas

de um a seis filhotes (Singh; Singh; Garcia, 2018).

Além da importancia como distribuidor de sementes, esse animal apresenta
grande importancia para a natureza por ser capaz de arejar o solo por meio de suas
tocas que cavam como forma de abrigo (Oliveira, et al., 2017). Além disso, possui uma
certa facilidade de adaptacdo em cativeiro e algumas espécies sdo tidas como uma
importante fonte proteica para populagdes rurais nas regioes tropicais. Diante disso,
no Brasil, ja existem estabelecimentos regulamentados com criacbes para fins
comerciais (Oliveira, et al, 2016 e 2017). Além do uso pecuério, atualmente vem sendo
usado como modelo experimental em algumas pesquisas com grande significancia

tanto para humanos como para os animais como um todo (Oliveira, et al, 2016).

Os roedores, em geral, por apresentarem aspectos caracteristicos, tais como
tamanho adequado e baixo custo de manutencao, sdo considerados bons modelos de
animais experimentais. No entanto, o interesse pela utilizacdo de roedores silvestres,
principalmente como modelo de desenvolvimento pds-natal tem crescido nos ultimos
anos (Ribeiro, 2004; Melo et al., 2009; Abrahdo et al., 2009; Ladd et al., 2012,
Cavalcanti et al.,, 2014). Logo, estudo com esse roedor de médio porte podera
proporcionar correlagdes com mamiferos de maior superficie corpérea, que sera de
grande importancia para a evolu¢cdo da neuroanatomia veterinaria, como também
fornece um modelo com habitos e comportamentos diferentes de roedores de

laboratorio.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Analisar, por meio de delineamento estereoldgico tridimensional, possiveis
alteracdes morfoquantitativas no nacleo paraventricular do hipotalamo (NPV) durante

o desenvolvimento pos-natal utilizando quatro fases etarias distintas.

4.2 Objetivos especificos

Analisar os seguintes parametros do NPV em diferentes faixas etérias:

Descri¢cdo morfolégica do PVN da Cutia (Dasyprocta sp.)
Volume referéncia total do nucleo (Vrefpyn)

Densidade de volume dos neurdnios (Vv)

Volume total ocupado por neurdnios (VtOtneursnios)
Numero total de neurénios (N:)

AN NN N NN

Volume neuronal médio (V)
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5 MATERIAS E METODOS
5.1 Animais

Foram utilizadas onze cutias (Dasyprocta aguti) machos saudaveis (ndo
apresentando sintomas clinicos compativeis com neuropatias e
cardioneuromiopatias). Os animais foram obtidos do Centro de Multiplicacdo de
Animais Silvestres (CEMAS) da Universidade Federal Rural do Semiarido Nordestino
(UFERSA), Mossoré — RN, entidade credenciada e registrada pelo Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) como criadouro
cientifico sob registro n° 12.492-000404. Esses animais foram separados em quatro
grupos etarios distintos de acordo com a fase do desenvolvimento pds-natal: neonato
(n=2), jovem (n=2), adulto (n=3) e senil (n=4) (Tabela 1). Este material foi coletado em
ocasiao da execucado de outros trabalhos cientificos e todos os procedimentos foram
submetidos e aprovados pelo Comité de Bioética da Universidade de Sao Paulo sob
o numero de protocolo 0936/2006 e submetido nhovamente ao comité de ética em uso
animal (CEUA) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) (vide anexo).
Vale ressaltar que o material utilizado nesse estudo foi oriundo de outros estudos,
como mencionado anteriormente, desse modo, nao foi realizado nesta pesquisa a

eutanasia, perfuséo e dissecacédo do encéfalo.

Tabela 1- Distribuicdo dos grupos por faixa etaria

GRUPO IDADE

Neonato (G1) 01 — 03 dias
Jovem (G2) 01 més
Adulto (G3) 12 meses

Senil (G4) 36 meses
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5.1.2 Eutanésia

Os animais foram previamente tranquilizados com aplicagdo de azaperone
(4mg/kg) intraperitoneal (IP), seguida da aplicacéo de sulfato de atropina (0,06mg/kg)
IP. Para a eutanasia ativa, o cloridrato de quetamina (20mg/kg) foi associado ao
cloridrato de xilazina (1,5mg/kg), ambos na mesma seringa, e injetado também IP
visando a indugdo da anestesia. Subsequentemente, os animais receberam uma

overdose de anestésico tiopental sddico (80mg/100g) IP.

5.1.3 Perfusao

Apos confirmacédo do ébito cada animal foi submetido a perfuséo transcardiaca.
O animal foi colocado em decubito dorsal, iniciou-se o processo de toracotomia para
exposicdo do coracdo. Apos exposicao do coracdo, uma canula foi inserida dentro do
ventriculo esquerdo até atingir a aorta ascendente, seguido de uma incisdo no atrio
direito. Primeiramente foram perfundidos 100ml de solucéo de lavagem composta de
tampao fosfato salino (PBS) (0,1M; pH 7,4) (Synth) contendo heparina 1%. A sequir,
os espécimes foram perfundidos com solucao fixadora composta por formaldeido 4%
(Sigma) em PBS a temperatura de 10-15 °C, com volume total perfazendo 10% do

peso corporeo.

5.1.4 Dissecacdo e individualizagdo do encéfalo

Apos um intervalo de 30 min, para garantir plena fixacdo, o cranio foi aberto
para a coleta dos encéfalos, com o auxilio de um encefalétomo. Depois da remocao,
os encéfalos foram pesados e medidos nos seus trés eixos: comprimento, largura e
espessura usando um paquimetro digital DigimessR, e mergulhados na mesma

solucgéo fixadora, por pelo menos 72h (Fig 10).
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Figura 10 Encéfalo de uma Cutia macho com cerca de 12 meses de idade.

5.2 Processamento histolégico

Apos ficar embebido em solucao fixadora por pelo menos 72h o encéfalo foi
crioprotegido em sacarose (solugdes de 10%, 20% e 30% em PBS, permanecendo
24h em cada solucdo armazenado em geladeira). Finalizado o processo de
crioprotecéo, o encéfalo foi embebido em Tissue Tech® para serem seccionados em
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criostato Lupetec® CM2850. Foram realizados cortes sequenciais de 30um
abrangendo toda a extensdo do encéfalo. Os cortes coronais foram coletados e
lavados em solucdo PBS a 0,01 M (pH 7,4) e sequencialmente depositados em 07
pocos, de maneira ciclica e sequenciada, com o intuito de manter uma distancia de
210pm entre uma seccao e outra de um mesmo poco. As seccdes de um dos pogos
foram montadas imediatamente em laminas gelatinizadas e coradas com tionina pelo
meétodo de Nissl com o intuito de garantir a delimitacdo da estrutura de interesse (Fig.
11). As demais seccbOes dos outros pogos foram embebidas em solucao
anticongelante (150 g de sacarose, 500 ml de PBS 0,05 M e pH = 7,4, 300 ml de

etilenoglicerol), e armazenados no congelador a -20 °C.
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Figura 11 Esquema representativo do regime de amostragem para a obtencdo das secc¢bes
histoldgicas do encéfalo da cutia. Em resumo o encéfalo da cutia (1) foi dissecado e individualizado (2),
cada encéfalo foi embebido em tissue tech® e cortado em criostato (3) obtendo sec¢des de 30um. Cada
seccao foi lavada em PBS e sequencialmente depositados em 7 pocos (4), posteriormente as seccdes
de um dos pogos foram montadas imediatamente em laminas gelatinizadas (5) ndo quais foram
realizadas as analises estereoldgicas.
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5.2.1 Técnica de Nissl

A coloracédo pelo método de Nissl é constituido por véarias etapas que tem inicio com
0 processo de desidratacdo do tecido por meio da passagem desse material em
concentracdes crescentes de alcoois etilicos (alcool 70% - 1h; alcool 95% - 3 min, 2
vezes; alcool 100% - 3 min, duas vezes). Apos a desidratacao inicia-se o processo de
diafanizacdo para serem deslipidificados passando por dois recipientes com xilol,
permanecendo 3mim e 30min em cada. Posteriormente, o tecido sera reidratado em
concentracfes decrescentes de alcoois etilicos (segue 0 processo inverso do
anterior), submergido em agua destilada por 2 min e colocados por 30 segundos na
solucdo de tionina. Finalizando, foram submersos em &agua destilada por 1 mim
seguido da desidratacédo (como descrito anteriormente) e diafanizagdo passando por
dois xil6is permanecendo 2 mim e 4 min em cada. Finalizado, foram montadas sob

laminula com Erv-Mount.

5.2.3 Andlise das imagens

As secc¢les do PVN coradas em Nissl foram observadas ao microscopio 6ptico
(Nikon Eclipse Ni). Imagens de todas as secc¢des foram obtidas com o auxilio da
camera digital (Nikon DS-Ril). Essas imagens foram minimamente corrigidas em
brilho e contraste, documentadas e esquematizadas utilizando o programa Canvas
(versao 12.0; ACD Systems of America, inc.; 2010). Foram construidos esquemas das
delimitacbes do PVN no Canvas tendo por base os atlas de encéfalo de rato de
Paxinos e Watson (2007) e Swanson (2004), de encéfalo de camundongo de Paxinos

e Franklin (2008) e de encéfalo de sagui de Paxinos e colaboradores (2012).

Para analise de numero e volume de neurbnios foi utilizado o microscopio
(Zeiss AX10) acoplado a camera (Zeiss AxioCam MRc 5/ mbfbioscience sistema
neurolicida) e conectada a um computador com o software Stereo Investigator®

(versédo 11.09) instalado.
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5.3 Estudo estereoldgico

5.3.1 Estimativa de volume do NPV

Para a estimativa do volume total do PVN foi utilizado o Principio de Cavalieri
(Mayhew e Olsen 1991; Howard e Reed, 2010). O principio de Cavalieri ¢ um método
que estima o volume de um objeto de forma imparcial, em que € obtido dividindo-o em
séries de secgbes em planos paralelos com distancia conhecida entre elas
(Manojlovié-stojanoski et al.,2016). A estimativa do volume total é obtida somando as
areas de todas as seccodes e multiplicada pela espessura das secc¢des. Para isso, um
sistema teste quadratico com area conhecida (a/p) foi aplicado sobre imagens das
seccgdes do PVN (Fig. 12) e o nimero de pontos que cairam dentro da delimitacdo do
PVN foi contado bilateralmente (£p), separadamente para cada lado do ventriculo. O

volume do PVN foi estimado utilizando a seguinte férmula:

Vrefnev=Y p.ap. t. f1t

Onde, Zp é o somatério dos pontos que tocam o alvo (NPV); a/p € a area por
ponto do sistema teste utilizado (2939um?); t é a espessura média das seccoes
histolégicas (30um); f11 é o inverso da fragédo da distancia entre as sec¢des utilizadas
(7). O coeficiente de erro (CE) para a estimativa do volume pelo Principio de Cavalieri

CE(V) sera estimado de acordo com Gundersen e colaboradores (1999).
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Figura 12 - Seccdo do NPV demonstrando a aplicacdo do Principio de Cavalieri para a estimativa do
volume do nlcleo. Observa-se o sistema teste utilizado para a quantificacdo (cruzes verdes) a/p
12406,11mm?2. Coloragdo: Nissl. Escala de barra: 500 pum (4x).

5.3.2 Densidade de volume dos neurénios no NPV (Vvnpv)

A densidade de volume foi utilizada para determinar a porcentagem do tecido
que é ocupado por corpos celulares no PVN de cutias. Desse modo, foram obtidas
quatro imagens dentro do espaco referéncia de forma sistemética, uniforme e
aleatédria, sendo duas imagens de cada lado do terceiro ventriculo de cada animal. Foi
usado um sistema teste em que foi contado o nimero de pontos do sistema que tocam
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os corpos celulares do PVN (PNpvn) € 0 nUmero de pontos que tocam todo o espaco
de interesse (PTpwn) (Fig. 13). Desse modo a densidade de volume (Vv) foi calculada

com a seguinte formula:

Wv (%) = 3 PNnev/ ) PTnev X 100

Primeiramente, os valores médios por animal foram calculados e entdo a

densidade de volume de neurdnios foi estimada por grupo.
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Figura 13 — Demonstragdo da obtencao das imagens para a realizacao do método de Delesse
para estimativa de densidade de volume dos neurdnios. Na imagem superior tem-se a delimitacéo do
PVN, dentro deste foram obtidas 2 imagens (aumento 40X) de ambos os lados de forma aleatéria. A

partir dessas imagens, foi aplicado um sistema teste (cruzes pretas). Coloracao Nissl. Escala de barra
50um.
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5.3.3 Volume total ocupado pelos neurénios no PVN

Para estimar o volume total ocupado pelos neurénios do PVN de cutias, foi

utilizada a seguinte equacao (Muhlfeld et al., 2010; Ostergaard et al., 2013):
VtOtneursnios = VV . Vrefney

Onde, Vtotneursnios € 0 volume total ocupado pelos neurbnios no nucleo
paraventricular (PVN), Vv é a densidade de volume de neurbnios nessa mesma regiao

e Vrefnpy € 0 volume referéncia da regido.

5.3.4 Volume neuronal médio do PVN

O volume neuronal sera estimado localmente pelo método do nucleator (Fig.
14, Fig. 16 e Fig. 17). Este método permite estimar o volume médio e a distribuicao
volumétrica das particulas independentemente da sua forma, distribuicdo ou
orientacao (Vedel-Jensen e Gundersen, 1993). A seguinte formula sera utilizada para

a estimativa do volume neuronal:
i

onde, | é uma distancia medida a partir de um ponto fixo da célula ou fora dela, até

uma borda arbitrariamente escolhida na mesma. O procedimento foi realizado com o

auxilio do software Stereo Investigator® (versao 11.09).
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Figura 14 Imagem (40x) representativa do nucleator para estimativa do volume médio neuronal. Linhas

verdes sdo os pontos de contato. Setas amarelas representam os pontos de toque das linhas na
membrana do neurdnio. Coloragdo: Nissl; Escala de barra: 50um.

5.3.5 Numero total de neurénios do NPV

O numero total das particulas (neurénios) (N) foi estimado por meio do
fractionator Optico (Fig. 15, Fig.16 e Fig. 17), multiplicando-se o numero total de
particulas contadas pelo inverso das fracbes de amostragem destas mesmas
particulas (Gundersen et al., 1988; Gundersen, 2002; Andersen et al., 2004). A
seguinte formula sera utilizada:

1 11
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Onde:

ssf é a fracdo das secc¢Oes histologicas amostradas (1/7)

asf é a fracdo das areas das seccgdes histoldégicas amostradas (56,25)

hsf é a fragdo da espessura do corte efetivamente utilizada para contagem (1,5)
Q- € o numero de particulas (neurénios) amostradas em dissector opticos

Figura 15 Imagem (40x) representativa do grid do fractionator optico para estimativa do nimero médio

de neurdbnios. Linhas vermelhas sdo de incluséo e linhas amarelas sao de exclusdo; pontos amarelos
correspondem aos neurdnios contabilizados na &rea do grid. Coloracéo: Nissl; Escala de barra: 50pum.
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Figura 16 Desenho esquematico mostrando (A) seccdo do encéfalo e delimitacdo da area de interesse
dentro da seccdo. Nesta foi aplicado um Grid (B) o qual foi definido para regular os locais a serem
observados, nestes serdo aplicados os frames (quadrados vermelhos). Cada frame (B1) sera composta
por uma linha vermelha que representa uma linha de inclusdo e uma amarela representando uma linha
de exclusdo, para realizar contagem de nimero de células nervosas. Paralelamente a isso, foi aplicado
0 nucleator de seis pontos (B2) para a quantificacdo do volume médio dos neurbnios. De modo, que
cada frame sera analisado por todo o eixo Z (C). No entanto, o eixo Z de andlise foi padronizado com
20 pm retirando as zonas de guardas da espessura total da secc¢éo (30um).
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Figura 17 Imagens mostrando seis planos focais subsequentes (1,2,3,4,5 e 6) em que aparecem trés
neurdnios a medida que se aprofunda no eixo Z da seccdo e sdo amostrados utilizando a frame.
Coloracao: Nissil. Escala de barra: 50 pm
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5.4 Andlise estatistica

A analise estatistica foi conduzida com o auxilio do software estatistico Minitab
19®. Para as variaveis que apresentarem distribuicdo simétrica e igualdade de
variancia (homoscedasticidade), foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido pelo
teste post-hoc de Fisher para comparacdes multiplas. No entanto, quando as variaveis
em estudo apresentaram distribuicdo ndo simétrica e/ou ndo apresentaram igualdade
de variancia, foram utilizados o teste de Mann-Whitney. Diferencgas entre grupos foram

consideradas significativas quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS
As variaveis paramétricas foram apresentadas aqui como média (CV); onde CV
refere-se ao coeficiente de variacdo observado, sendo este o quociente entre o desvio

padréo e a média. Nos graficos em barra representamos as meédias dos grupos (barras

verticais largas) e o erro padrdo da média (tEPM) (barras horizontais).

6.1Anélise macromorfométrica do encéfalo

Tabela 2 — Peso (g), comprimento, largura e altura dados em milimetros (mm) do encéfalo das cutias

durante o desenvolvimento pés-natal. Ndo foi observado diferengas estatisticamente significativas no

peso, comprimento, largura e espessura com p= 0,015; 0,115; 0,025 e 0,2, respectivamente.

COMPRIMENTO LARGURA ESPESSURA
PESO (ROSTRO- (LATERO- (DORSO-
ENCEFALO (g) CAUDAL) (mm) LATERAL) VENTRAL)
(mm) (mm)

Gl 8,5 (0,14) 34,5 (0,05) 24,8 (0,04) 18,2 (0,06)
G2 12,7 (0,08) 42,6 (0,04) 30,4 (0,02) 22,2 (0,07)
G3 13,7 (0,33) 44,4 (0,17) 31,7 (0,15) 22,6 (0,09)
G4 15,4 (0,06) 43,3 (0,03) 33,4 (0,03) 22,3 (0,07)

6.2 Citoarquitetura do PVN da Cutia (Dasyprocta aguti)

O PVN da Cutia (Dasyprocta aguti) encontra-se bilateralmente na margem do
terceiro ventriculo, tendo sua por¢cdo mais rostral iniciando apdés o fechamento do
terceiro ventriculo e juntamente com a por¢cdo mais caudal do quiasma optico préximo
ao inicio do trato 6ptico. Utilizando o método de coloracao de Nissl podemos observar
as seguintes subdivisbes do PVN deste animal: parvocelular anterior (PVNap),

magnocelular medial (PVNmm), magnocelular lateral (PVNIm), parvocelular medial
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(PVNmp), parvocelular ventral (PVNvp), parvocelular dorsal (dp) e parvocelular
posterior (PVNppo) (Fig. 18).

Utilizando o método de coloracdo de Nissl podemos observar a disposi¢cdo das
subdivisdes do PVN deste animal, em que foi observado dois aglomerados densos de
neurénios magnocelulares envoltos em neurdnios parvocelulares que consiste em
seis subdivisbes. Na porcdo mais cranial do ndcleo foi observado a subdivisdo
magnocelular medial (PVYNmm) que se prolonga por toda a extensdo do PVN. A
PVNmMm se encontra lateralmente & subdivisdo periventricular (PVNpv). A subdiviséo
magnocelular lateral (PVNIm) inicia na porcdo média do NPV, estad localizada
lateralmente a PVNmm e se prolonga até a porcao posterior, mas finaliza antes do
término do PVN.

A grande area parvocelular pode ser dividida em seis subdivisdes: parvocelular
anterior, parvocelular dorsal, parvocelular medial, parvocelular ventral, parvocelular
posterior e periventricular. A regido parvocelular anterior (PVNap) € composta por um
conjunto de células de tamanhos entre pequenas e médias formando a parte rostral
do PVN e acompanha toda a extenséao lateral da PVNmm. A subdivisdo parvocelular
medial (PNVmp) é localizada logo acima das PVYNmm e PVNIm e inferior a subdivisdo
paraventricular dorsal (PVNdp). A PVNdp é um conjunto de células localizada na
porcdo dorsal do PVN, logo acima da PVNmp. Ja a subdivisdo parvocelular ventral
(PVNvp) é um conjunto de células parvocelulares localizada na por¢cdo mais ventral
do PVN sendo separada da PVNmp pelas PVNmm e PVNIm. Na por¢cao mais posterior
do PVN as PVYNmm e PVNIm se desligam e juntamente com uma Unica grande area
parvocelular denominada regido parvocelular posterior (PVNppo), que se estende até
a porcao final do PVN, formam a porcdo posterior desse nudcleo. Além dessas
subdivisGes descritas acima tem a subdivisdo PNVpv, composta por um conjunto de
células parvocelulares, que margeiam todo o terceiro ventriculo podendo ser

observada em todo o comprimento do PVN.
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Figura 18 Fotomicrografias de sec¢des coronais do PVN da Cutia (Dasyprocta aguti) delimitando as
subdivisdes do nucleo observadas em lamina coradas com Tionina pela técnica de Nissl. Mostrando
desde o nivel mais rostral em (A) ao nivel mais caudal em (H) com distancias de cerca de 210um
entre as secc¢bes. Imagem (A) por¢do mais anterior do ndcleo em que se observa as seguintes areas:
(ap) regido parvocelular anterior; (mm) regido magnocelular medial; (pv) regido periventricular; (3V)
terceiro ventriculo; fornice (f). (B) por¢cdo em que se observa um aumento nas dimensdes do ndcleo
apresentando um aumento na por¢éo (mm) e (ap) quando comparado com a imagem (A). (C)
observa-se um alongamento do nicleo ocupando mais a margem superior do 3V, podendo observar
as seguintes subdivisées: (dp) regido parvocelular dorsal; (mp) regido parvocelular medial; (mm)
regido magnocelular medial; (ml) regi&o magnocelular lateral; (vp) regiéo parvocelular ventral. (D) e
(E) nestas imagens mantem-se as regides descritas na imagem (C), observando apenas, algumas
alteracdes nas extensfes dessas regides. (F) observa um achatamento cranio- caudal e um
alongamento medial-lateral do nicleo, podendo delimitar as seguintes regifes: (mm) regido
magnocelular medial; (Im) regido magnocelular lateral; (Ppo) regido parvocelular posterior. (G) porcao
posterior do PVN em que ainda se observa as regides (mm), (Im) e (Ppo), no entanto, a regido (Im)
apresentam uma reducdo de tamanho consideravel levando a crer que esta chegando a sua
delimitacao posterior. (H) porcdo mais posterior do PVN em que se observa as regides (mm) e (Ppo).
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Figura 18 continuag&o
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6.3Parametros estereoldgicos

6.3.1 Volume referéncia do PVN (Vrefpyn)

Para volume referéncia encontramos os seguintes resultados: G1: 0,43 mm?3
(0,0); G2: 1,24 mm3 (0,63); G3: 1,48 mm? (0,29); G4: 1,78 mm?3 (0,10) (Fig. 20).
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Figura 19 - Gréfico representativo da estimativa de volume do nicleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) nos diferentes grupos pés-natal (G1- 01 a 03 dias; G2- 1 més; G3- 12 meses; G4-
36 meses). As barras verticais representam as médias dos grupos e as barras horizontais o erro padrao

da média. * Diferenca estatisticamente significante com p=0,03
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6.3.2 Densidade de Volume dos neurénios no PVN (VVneursnios PYN)

Para densidade de volume dos neurbnios no PVN (Vv) encontramos o0s
seguintes resultados: G1: 19% (0,0); G2: 17% (0,14); G3: 17% (0,27); G4: 23% (0,10).
(Fig. 21)
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Figura 20 Gréfico representativo da densidade de volume de neurbnios do nucleo paraventricular do
hipotalamo (PVN) nos diferentes grupos etéarios (G1- 01 a 03 dias; G2- 1 més; G3- 12 meses; G4- 36
meses). As barras verticais representam as médias dos grupos e as barras horizontais o erro padrao

da média. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significantes com p=0,442.
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6.3.3 Volume total ocupado pelos neurdnios no PVN (Vtotneuronar)

Para o Vtotneuronal Obtivemos 0s seguintes resultados: G1: 0,08 mm? (0,0); G2:
0,22 mm3 (0,61); G3: 0,24 mm? (0,32); G4: 0,42 mm3 (0,55) (Fig 22).
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Figura 21 - Gréfico representativo do volume total de neurénios presentes no nucleo paraventricular
das cutias nos diferentes grupos etarios (G1- 01 a 03 dias; G2- 1 més; G3- 12 meses; G4- 36 meses).
As barras verticais representam as médias dos grupos, as barras horizontais o erro padrdo da média.
p= 0,085
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6.3.4 Volume total de tecido n&o neuronal no PVN (Vtotoutros)

Para o Vtotouros Obtivemos os seguintes resultados: G1: 0,35 mm? (0,0); G2:
1,02 mm3 (0,74); G3: 1,24 mm? (0,15); G4: 1,36 mm? (0,41) (Fig 23).
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Figura 22 Grafico representativo do volume total de tecido ndo neuronal (células da glia, tecido
conjuntivo, vasculatura, fibroblastos e outros tipos celulares) presentes no nicleo paraventricular das
cutias nos diferentes grupos etarios (G1- 01 a 03 dias; G2- 1 més; G3- 12 meses; G4- 36 meses). As
barras verticais representam as médias dos grupos, as barras horizontais o erro padrdo da média.
p=0,042
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6.3.5 Volume neuronal médio (Vn)

Para o Vnobtivemos os seguintes resultados: G1- 233 pym? (0,0); G2- 272 pm3
(0,38); G3- 291 um?3 (0,16); G4- 353 um?3 (0,18) (Fig 24).
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Figura 23 Gréfico representativo do volume neuronal médio do nicleo paraventricular do hipotalamo
(PVN) nos diferentes grupos etarios (G1- 01 a 03 dias; G2- 1 més; G3- 12 meses; G4- 36 meses). As
barras verticais representam as médias dos grupos e as barras horizontais o erro padrao da média.

Né&o foi observado diferenca estatisticamente significativa com p= 0,224.
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6.3.6 Numero total de neurdénios no PVN (N:)

Para o numero total de neurdnios obtivemos o0s seguintes resultados: G1-
59653 (0,0); G2- 127575 (0,22); G3- 124622 (0,24); G4- 127575 (0,18) (Fig 25).
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Figura 24 Gréfico representativo do nimero total de neur6nios no nucleo paraventricular do hipotédlamo
(PVN) nos diferentes grupos etarios (G1- 01 a 03 dias; G2- 1 més; G3- 12 meses; G4- 36 meses). As
barras verticais representam as médias dos grupos e as barras horizontais o erro padrao da média. Os

(*) representam onde foram observadas diferengas estatisticamente significativas com p= 0,055.
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7 DISCUSSAO

Por se tratar de uma espécie cujo PVN nunca foi estudado, todos os dados aqui
apresentados sdo inéditos e toda a discusséo sera baseada em estudos comparativos
com dados adquiridos em outras espécies de roedores e em primatas.

Os principais achados morfoquantitativos desse estudo foram: aumento de 317%
no volume do PVN entre os grupos neonato (G1) e senil (G4) e um aumento de 114%
no namero total de neurdnios quando comparado o neonato (G1) com o jovem (G2) e

com o senil (G4) e de 109% quando comparado o neonato (G1) com o adulto (G3).

7.1 Micromorfometria

Quanto a delimitacdo do nucleo, observamos que o PVN da Cutia (Dasyprocta
aguti) apresenta um formato de “asa de borboleta”, localiza-se bilateralmente na
margem do terceiro ventriculo e medialmente em relagdo ao férnice. Comecamos a
observar o PVN da cutia em uma secc¢do na qual também esta presente a por¢cao mais

dorsal do quiasma Optico muito préximo ao inicio do trato éptico.

Diferentemente da descricdo das subdivisdes magnocelulares do PVN de rato e
camundongo realizada por Paxinos e Watson (2007), Swanson (2004) e Paxinos e
Franklin (2008) em que observam nesses roedores as subdivisdes magnocelular
anterior (PVHam), magnocelular medial (PVHmMm), zona medial da parte posterior
magnocelular (PVHpmm) e zona lateral da parte posterior magnocelular (PVHpml), na
cutia ndo foi observado uma regido magnocelular anterior nem uma regido
magnocelular posterior, pois na regiao posterior observou-se apenas uma continuacao

das regides magnocelular medial e lateral.

A subdivisao periventricular (PVNpv) nem sempre é tida como uma regido do PVN
(Swanson e Kuypers, 1980). No entanto, essa area tem sido descrita atualmente como
pertencente a porcédo parvocelular do PVN (Swanson e Kuypers, 1980; Swanson,
2004; Simmons e Swanson, 2009).

De acordo com as descrigdes do PVN de rato e camundongo de Paxinos e Watson

(2007), Swanson (2004) e Paxinos e Franklin (2008) o conjunto de células
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parvocelulares podem ser subdividisos em 7 grupamentos (parte parvicelular anterior
(PVHap), zona dorsal da parte parvicelular medial (PVHmpd), parte periventricular
(PVHpv), zona ventral da parte medial parvicelular (PVHmMpv), parte parvicelular dorsal
(PVHdp), parte parvicelular lateral (PVHIp) e parte forniceal (PVHf)) entre eles tem
uma subdivisdo parvocelular lateral, porgéo ,esta, que ndo observamos no PVN da
cutia. Além desta subdivisdo, Swanson (2004) também descreve uma regiéao fornical

gue também nao foi observada no PVN da cutia.

Entretanto, para uma melhor delimitacdo e observagcdo de todas as disposicdes
citoarquitetbnicas do PVN da cutia faz-se necessario uma analise mais avancada por
meio de marcacao imunoistoquimica. Processo, este, gue mesmo tendo a consciéncia
de sua importancia ndo foi realizado no presente estudos, pois ndo se encontrava

entre nossos objetivos

Desse modo, diferentemente do que se observa em outros roedores nas analises
realizadas com a coloracdo de nissl o PVN da cutia apresenta apenas oito
subdivisbes. Mas, ndo observamos diferencas no formato do NPV da cutia quando
comparado com outros seres Vivos, pois sempre se descreve como o NPV tendo este

formato de asa na lateral do terceiro ventriculo.

7.2 Dados quantitativos

Neste estudo, apresentamos a primeira investigacao quantitativa do PVN de cutia
em Dasyprocta aguti, empregando métodos estereoldgicos imparciais para avaliar se
ha alteracdes de volume da regido de interesse, do volume total ocupado pelos
neurdnios, do niumero de neurdnios e do volume dos neurdnios durante 0s processos

de maturacéo e envelhecimento.
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7.2.1 Volume do PVN

Os efeitos do desenvolvimento pdés-natal (envelhecimento) puderam ser
identificados no volume do PVN (Vrefpyn) onde foi observado um aumento significativo
de 317% entre os grupos neonato (G1) e senil (G4). No entanto, quando comparado
apenas 0s grupos neonato (G1), jovem (G2) e adulto (G3), ndo foram observadas
diferencas estatisticamente significativas, mesmo sendo notado um pequeno aumento
de volume do PVN entre estes. Fato semelhante acontece quando comparado apenas

0s grupos jovem (G2), adulto (G3) e senil (G4).

Desse modo, esses aumentos ndo significativos no volume do nucleo podem
ser decorrente de um equilibrio no ndmero e volume dos neurdnios, bem como das
células da glia, mas como no presente estudo ndo foi realizada quantificacdo de
células da glia, ndo se pode certificar como essas células se comportam durante o

desenvolvimento.

Estudos ndo estereoldgicos em ratos (Hsu e Pang, 1978) e em humanos
(Hofman et al., 1988; Goudsmit et al., 1990) ndo observaram alteracdes no volume do
PVN com o envelhecimento, no entanto, esses estudos utilizaram apenas duas faixas
etarias (adultos e idosos). Dado este que corrobora com o encontrado na presente

pesquisa, hessas mesmas faixas etarias.

N&o foi encontrado estudos estereoldgicos em ratos e camundongos que
analisassem o NPV com relacdo a idade. Mas, de acordo com Roberts e
colaboradores (2012), que analisou por meio de estudo estereoldgico o PVN de
macaco, foi observado um aumento de volume desta area entre adultos e senis. Fato
este que ndo encontramos no presente estudo, pois entre essas mesmas faixas

etarias nao foi observado alteracédo no volume do nucleo.

N&o foi encontrado na literatura estudos que comparassem neonatos com
senis. Diante disso, ndo temos dados que possam corroborar ou ndo com os dados
significativos encontrados nesse estudo. Como também, vale salientar que a maioria
dos estudos supracitados utilizaram como método para suas quantificacdes apenas a
morfometria, processo este que nao leva em consideracdo toda a extensdo da
estrutura, ou seja, € uma quantificacdo bidimensional. Diferentemente do que foi

realizado neste estudo, pois utilizamos métodos estereoldgicos no qual leva-se em
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consideracao todas as dimensbes da estrutura em questdo, sendo assim uma

quantificacdo tridimensional do nucleo em questao.

7.2.2 Volume total neuronal e tecido nao neuronal

O desenvolvimento pos-natal (maturacdo e envelhecimento) ndo teve efeito

sobre o volume total ocupado por neurénios no PVN (Vtotneursnio) da cutia.

Em contrapartida, foi observado um aumento de 291% no volume do tecido ndo
neuronal (Vtotnao neuronal), €ntre 0s grupos neonato (G1) e senil (G4). Semelhante ao
que se notou na andlise do Vrefpyn, quando comparado apenas 0S grupos neonato
(G1), jovem (G2) e adulto (G3), ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas, mesmo sendo notado um pequeno aumento de volume entre estes. Fato
semelhante acontece quando comparado apenas 0s grupos jovem (G2), adulto (G3)
e senil (G4).

Roberts e colaboradores (2012), relataram um aumento significativo de células
da glia com o envelhecimento no PVN em macacos utilizando animais adultos e senis.
Logo, este dado nédo corrobora com o que foi encontrado ao analisar o volume do
contetdo ndo neuronal. Pois, supde-se que, caso este aumento das células da glia
viesse a ocorrer, consequentemente haveria também um acréscimo no volume dos
componentes ndo neuronais, o que nao foi observado entre estas faixas etarias no

presente estudo.

Diante dos dados encontrados, podemos dizer que parte do aumento do
volume do nucleo (Vreferyn) pode ser proveniente do aumento do volume dos
componentes ndo neuronais presentes no PVN. No entanto, vale lembrar que além
das células da glia neste espaco ndo neuronal temos componentes do tecido
conjuntivo, tecido epitelial, dendritos, axonios e terminacdes nervosas, que podem ser
0 causador da alteragéo de volume, mas néo foi realizada a quantificagéao individual

de cada componente.
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7.2.3 Volume neuronal médio

O desenvolvimento pos-natal (envelhecimento e maturagdo) nédo teve efeito
significativo no volume neuronal médio (Vn) do PVN da cutia. Ou seja, ndo foram
observadas alteracdes significativas com relacdo ao volume médio dos neurbnios

presentes neste nucleo com o decorrer da idade.

De acordo com Lin e colaboradores (1976), o volume dos neurdnios presente
no PVN de ratos machos nao apresenta alteracdes significativas quando comparado
adultos com idosos. Apesar deste dado corroborar com o encontrado no presente
estudo, ndo se pode ter uma comparacdo igualitaria entre estes, pois o estudo
realizado em rato nao foi feito com método estereoldgico e s levou em consideragéo

duas faixas etarias.

No entanto, apesar de ndo termos encontrado diferenca significativa no volume
neuronal, vale salientar que n&o realizamos a quantificacdo individual deste
“parametro em cada subdivisdo do PVN. Logo, seria interessante a analise posterior
do volume neuronal de cada por¢ao individualmente, pois cada subdivisdo tem uma
grande importancia fisiolégica e pode sofrer alteracdes localizadas durante o

desenvolvimento pés-natal.

7.2.4 Nimero total de neurdnios

O processo de maturacado afetou claramente o niumero de neurénios (N) do
PVN onde foi observado um aumento significativo: de 114% quando comparado o
neonato (G1) com o jovem (G2) e com o senil (G4) e de 109% quando comparado o
neonato (G1) com o adulto (G3). Nao foi observada diferenca significativa quando

comparado 0s grupos jovem (G2), adulto (G3) e senil (G4) entre eles.

Alguns estudos executados utilizando métodos néo-estereoldgicos, relataram
em rato (Peng e Hsu, 1982; Sartin e Lamperti, 1985) e em camundongo (Sturrock,

1992), ndo haver alteracdes no numero de neurdnios do PVN no decorrer do
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desenvolvimento. Como também, estudos similares realizados com humanos ndo
descreveram nenhuma mudanca significativa com relacdo ao numero dos neurénios
no decorrer da idade (Hofman et al., 1988; Goudsmit et al., 1990). Vale salientar que,
nesses estudos foram considerados apenas dois grupos etarios (adultos e senis), 0
gue corrobora com os dados desta pesquisa quando comparado essas mesmas faixas

etarias.

Diferentemente dos dados descritos no presente estudo, uma pesquisa
realizada com métodos estereoldgicos utilizando macaco (Roberts et al. 2012) relatou
aumento no numero de neurdnios do PVN nos animais machos de acordo com a idade

utilizando os dois grupos etarios (adultos e senis).

Diante dos dados apresentados anteriormente podemos observar que o
aumento do volume do PVN (Vrefevn) pode ser oriundo tanto dos componentes nao

neuronais quanto das alteracdes de numero de neurdnios no NPV.

7.3 Significado Funcional

O aumento de numero de neurbénios quando comparado o grupo neonato (G1)
com as outras trés faixas etarias (jovem, adulto e senil) pode ser decorrente de uma
maior taxa de desenvolvimento no primeiro periodo pdés-natal, jA que ndo foi
encontrado diferenca significativa entre os grupos jovem, adulto e senil. Desse modo,
isto corrobora com o que se tem descrito na literatura de que os roedores apresentam
uma grande taxa de desenvolvimento do sistema nervoso no periodo logo apds o
nascimento (Bayer et al., 1993; Dwyer; Broide; Leslie, 2008; Quinn, 2005). No entanto,
para a comprovacdo dessa hipOtese seria necessario a realizacdo de

imunoistoquimica com anti-BrdU.

A manutencdo de numero de neurdnios entre jovens, adultos e idosos pode ser
decorrente de uma equilibrio entre neurogénese e apoptose, ou uma brusca reducao
na taxa de proliferagdo neuronal nessa fase, como demonstrado por Heine, 2004 que
observou uma constante no nimero de células no giro denteado de ratos a partir de

01 més de vida.
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No processo de desenvolvimento neuronal a apoptose € uma caracteristica
importante, no entanto, no processo de senescéncia ndo ocorre uma proeminente
perda celular (Ahern, et, al, 2013). Acreditou-se, por muito tempo, que durante o
envelhecimento ocorria uma perda neuronal moderada e generalizada (Brody, 1955;
Ball,1977; Coleman e Flood, 1987; Cabello et al., 2002). No entanto, atualmente
admite-se que mesmo havendo perda neuronal em algumas areas, relacionada ao
avanco da idade (Wellman e Sengelaub, 1995; Yates et al., 2008; Stranahan et al.,
2012), ndo ha evidéncias de que seja um fenébmeno global para o sistema nervoso
(Peters et al., 1998; Roberts et al. 2012; Ladd et al., 2012). Contudo, estudos ja
demonstraram alteracbes no niumero de neurénios no PVN em decorréncia da idade
(Swaab e Bao, 2011; Roberts et al. 2012).

Entretanto, existem evidéncias de que o volume do PVN e o numero de
neurénios podem ndo alterar com o envelhecimento, mas que alguns neurdnios
podem estar hiperativos levando a disturbios relacionados a idade. Como por exemplo
0 eixo hipotalamo-hipdfise pode estar hiperativo no individuo senil, pois pode ocorrer
uma reducao de receptores de glicocorticoides no PVN, o que levaria a um quadro de
desregulacdo hormonal no individuo de mais idade (Gupta e Morley, 2014; Swaab e
Bao, 2011).

Em contrapartida, alguns estudos tém mostrado um aumento no nimero de
células especificas do PVN. Estudo realizado em macacos Rhesus (Roberts et al.
2012) relatou um aumento do namero de neurdnios e do volume total do PVN em
machos idosos. Ainda ndo se sabe ao certo o motivo desse aumento, mas Swaab e
Bao (2011) relataram que as células produtoras de VP estdo aumentadas em nimero
no PVN durante o envelhecimento, enquanto as células produtoras de OT encontram-
se inalteradas. Ja Raadsheer e colaboradores (1994) relataram um aumento do
namero de neurdnios CRH com a idade podendo levar a crer que pode ter um aumento

do nimero de neurbnios neuroenddcrinos parvocelulares do PVN.

Alteracbes nervosas relacionadas ao envelhecimento estdo normalmente
relacionadas ao aumento de citocinas pro-inflamatorias, estresse oxidativo e
alteracdes sinapticas. Por exemplo, em um quadro hipertensivo observa-se um
aumento da concentracdo de angiotensina circulante e de citocinas pro-inflamatorias
gue alteram a atividade sinaptica no hipotalamo, mais precisamente no PVN. Isso

ocorre, porque a angiotensina em grande quantidade pode levar a uma deplecéo de
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NO, que consequentemente ird reduzir a neurotransmissdo gabaérgica do PVN,
aumentando a simpatoexcitacdo desencadeada por esse nucleo (Ogundele, Lee e
Francis, 2016; Wv et, al, 2016).
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8 CONCLUSAO

Diante da andlise dos resultados, baseado nos objetivos propostos e nos
métodos empregados podemos chegar as seguintes conclusdes:

v" O PVN da cutia é diferente do ja descrito em outras espécies;

v" O PVN do grupo senil sofre uma hipertrofia quando comparado com o grupo
neonato, decorrente de um processo de hiperplasia neuronal e de hipertrofia

do conteudo ndo neuronal;

v' Ha estabilidade no volume total de neurénios durante as fases de maturacdo

e envelhecimento;

v O volume total de conteddo ndao neuronal aumenta entre neonatos e senis,

mas nao podemos concluir se por hipertrofia, hiperplasia ou ambos.

v O volume médio de neurbnios apresenta-se estavel durante o

desenvolvimento pés-natal;

v/ O ndmero de neurbnios apresenta um aumento na primeira fase de

maturacao.
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