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RESUMO 

 

Moura, A. P. F. Plasticidade da inervação cardíaca durante o desenvolvimento pós-
natal em preás (Galea spixii, Wagler, 1831). 2014. 77f. Dissertação (Mestrado) – 
Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo, São Paulo; 2014. 
 

O gânglio estrelado (GE) é o principal componente da inervação cardíaca extrínseca e está 
envolvido na gênese de diversas cardiomiopatias. Durante o envelhecimento, o controle 
neural do coração dos mamíferos é alterado de forma complexa e não clara, geralmente 
ocasionando decremento da função cardíaca e maior propensão a doenças degenerativas. A 
ocorrência de resultados dissonantes quanto aos parâmetros morfoquantitativos durante o 
envelhecimento, como o aumento ou diminuição do número total de neurônios simpáticos, 
é assunto para discussões interessantes. Esta pesquisa foi conduzida em preás machos 
(Galea spixii), um pequeno roedor da fauna brasileira. Desta forma, estudou-se o efeito do 
desenvolvimento pós-natal (maturação e envelhecimento) na macro e microestrutura do 
gânglio estrelado esquerdo (GEe) de preás, por meio de microscopia quantitativa 
tridimensional (Estereologia) associada a técnicas de imuno-histoquímica. De acordo com a 
fase específica do desenvolvimento pós-natal, os animais foram alocados nos seguintes 
grupos etários: Neonatos, Jovens, Adultos e Senis. Inicialmente, os animais foram 
submetidos à eutanásia e seus gânglios estrelados esquerdos coletados e fixados em 
solução de formaldeído (4%) em PBS. Foi realizada amostragem sistemática e 
uniformemente aleatória (SURS), estimando-se: volume do GEe, volume neuronal e número 
total de neurônios do GEe. Os principais achados deste estudo foram: i) aumento do 
comprimento do gânglio - 42% entre Neonato e Senil; 34% entre Jovem e Senil e 35% entre 
Adulto e Senil; ii) hipertrofia do GEe - 171% entre os grupos Neonato e Adulto; iii) aumento 
do tecido não neuronal – 268% entre os grupos Neonato e Adulto; iv) estabilidade no 
número total de neurônios uninucleados, binucleados e total (uni+bi); v) estabilidade no 
tamanho (volume) dos neurônios uninucleados e binucleados; e vi) estabilidade no número 
total de neurônios imunorreativos ao Ki-67 (uni+bi). Espera-se que os resultados gerados 
por esta pesquisa possam esclarecer alguns aspectos estruturais da plasticidade neural 
durante o desenvolvimento pós-natal de preás, avançando assim o conhecimento acerca da 
inervação cardíaca extrínseca. 
 

 

Descritores: Roedores/Crescimento & desenvolvimento; Gânglio estrelado; Contagem de 
células; Envelhecimento; Proliferação de células. 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Moura, A. P. F. Plasticity of cardiac innervation during postnatal development in 
preás (Galea spixii, Wagler, 1831). 2014. 77f. Dissertation, São Paulo: “Faculdade de 
Medicina, Universidade de São Paulo”, São Paulo; 2014. 
 

The stellate ganglion (SG) is a main component of extrinsic cardiac innervation and is 
involved in the genesis of various cardiomyopathies. During ageing, the neural control of 
heart in mammals is altered in the complex shape and unclear, generally cause decrement 
in the cardiac function and a greater propensity to degenerative diseases. The occurrence 
of discordant results regarding the morphoquantitative parameters during ageing, such as 
increase or decrease in the total number of sympathetic neurons, is a subject for interesting 
discussions. This research was conducted in males preas (Galea spixii), a small rodent of 
the Brazilian fauna. Therefore, this work aimed to study the effect of postnatal 
development (maturation and ageing) in the macro and microstructure of the left stellate 
ganglion (LSG) in preas by dimensional quantitative microscopy (Stereology) associated to 
immunohistochemistry techniques. According to a specific stage of postnatal development, 
the animals were allocated into the following age groups: Newborn, Young, Adult and 
Elderly. The animals were euthanised and the left stellate ganglia were collected and fixed 
in 4% formaldehyde solution in PBS. A systematic uniformly random sampling (SURS) was 
performed to estimate: the volume of LSG, neuron volume and the total number of LSG 
neurons. The main findings of this study were: i) increase in length ganglia - 42% between 
Newborn and Elderly; 34% between Young and Elderly and 35% between Adult and 
Elderly; ii) hypertrophy of LSG - 171% between the groups Newborn and Adult; iii) 
increase of non-neuronal tissue – 268% between the groups Newborn and Adult; iv) 
stability for the total number of uninucleate neurons, binucleate neurons and total 
(uni+bi); v) stability in the size (volume) of uninucleate and binucleate neurons; and, vi) 
stability for the total number of neurons immunorreactive to Ki-67 (uni+bi). It is expected 
that the results generated for this research may clarify structural aspects of neural 
plasticity during the postnatal development of preas, thus advancing the knowledge about 
the extrinsic cardiac innervation. 
 

 

Descriptors: Rodents/ Growth & development; Stellate ganglion; Cell count; Ageing; Cell 
proliferation. 
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1 INTRODUÇÃO 
  

O sistema nervoso autônomo (SNA) está envolvido na manutenção da 

homeostase do sistema circulatório, entre outros sistemas. O coração dos mamíferos é 

duplamente inervado pelo SNA, apresentando assim uma inervação intrínseca e outra 

extrínseca (HOU et al., 2007; HASAN; SMITH, 2009; LIN et al., 2009).   

 A inervação extrínseca compreende nervos provenientes dos gânglios simpáticos 

paravertebrais: cervicais (gânglio cervical, médio e caudal) e torácicos (SCHERLAG; PO, 

2006; HOU et al., 2007; ZHOU et al., 2007; LIN et al., 2009) como, por exemplo, o gânglio 

estrelado (GE), que é o principal componente da inervação extrínseca do coração, pois 

dele se originam neurônios e fibras pós-ganglionares para o músculo cardíaco. 

 O GE é o principal responsável pela inervação simpática para os órgãos da região 

cervical, cavidade torácica e vasos da extremidade cranial do tórax (MASLYUKOV et al. 

2003; MASLYUKOV; TIMMERMANS, 2004; RUIZ-VELASCO et al., 2005; MASLYUKOV et 

al., 2006; MASLYUKOV et al., 2007; CAVALCANTI et al., 2009). Está envolvido na gênese 

de diversas afecções, como: a fibrilação atrial (BATULEVICIUS et al., 2008; SWISSA et al., 

2008), a paralisia do nervo trigêmeo (HANAMATSU et al., 2002), a sensibilidade 

baroreflexa (SONG et al., 2009), as arritmias ventriculares, a hiperidrose e a angina 

intratável (TAN et al., 2008; LUJAN et al., 2009). 

Sob o ponto de vista terapêutico, as técnicas de ablação, eletro-estimulação e 

bloqueio do GE têm sido utilizadas como tratamento para todas as doenças supracitadas 

(STRICKMAN; DEAR, 1982; OURIEL; MOSS, 1995; HANAMATSU et al., 2002; LI et al., 

2008; SWISSA et al., 2008; TAN et al., 2008; LUJAN et al., 2009; PETERSON et al., 2009; 

SONG et al., 2009).  

Em relação ao desenvolvimento pós-natal (maturação e envelhecimento), 

especificamente o envelhecimento, pode ocasionar a diminuição das funções fisiológicas 

e a instalação de doenças degenerativas (RUTTEN et al., 2003). Processos degenerativos 

similares podem ocorrer sobre o SNA, principalmente na fisiologia do GE (ARMOUR, 

1983). As características dos neurotransmissores dos neurônios simpáticos estão 

sujeitas a mudanças durante este período. A existência de dados discrepantes quanto 

aos parâmetros morfoquantitativos durante o envelhecimento, como o aumento ou 

diminuição do número total de neurônios simpáticos é assunto para discussões 

interessantes (BRUGNARO et al., 2003; FAREL, 2003; MASLYUKOV; TIMMERMANS, 
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2004; GAGLIARDO et al., 2005; MASLYUKOV, 2005; MASLYUKOV et al., 2006; RIBEIRO, 

2006; MASLYUKOV et al., 2007; ABRAHÃO et al., 2009; TOSCANO et al., 2009).  

 Com o advento de técnicas modernas de estereologia, poderemos contribuir para 

a elucidação dos mecanismos envolvidos neste processo, pois diferentemente de outros 

métodos morfométricos, o delineamento estereológico é acurado e preciso, e tem 

integrado a política editorial de revistas científicas internacionais de relevância 

(STERIO, 1984; PAKKENBERG; GUNDERSEN, 1988; MAYHEW; GUNDERSEN, 1996; 

CAVALCANTI et al., 2009; MELO et al., 2009; HOWARD; REED, 2010; LADD et al., 2012).  

 Sendo assim, propomo-nos a estudar, quantitativamente e qualitativamente, o 

desenvolvimento pós-natal dos neurônios do gânglio estrelado do preá (Galea spixii, 

Wagler, 1831), um pequeno roedor, pertencente à ordem Rodentia, família Caviidae, 

gênero Galea, encontrado em todos os Estados do Nordeste do Brasil, onde são uma 

importante fonte de proteína animal (LACHER, 1981; BARBOSA et al., 2008). 

Este trabalho integra uma das linhas de investigação científica do Laboratório de 

Estereologia Estocástica e Anatomia Química (LSSCA), na qual foram conduzidas 

análises sobre os efeitos do desenvolvimento pós-natal em outras espécies e órgãos.  

Esta pesquisa experimental poderá contribuir fornecendo base de dados para 

outros estudos das áreas de cirurgia e neurocirurgia, quanto à localização, topografia e 

aspectos microestruturais e quantitativos do GE em roedores silvestres (preás), 

evitando assim intervenções cirúrgicas inacuradas que podem causar injúrias na região 

cervical, desencadeando disfunções simpáticas.  

Espera-se que os resultados gerados por esta pesquisa possam esclarecer alguns 

aspectos estruturais da plasticidade neural durante o desenvolvimento pós-natal 

(maturação e envelhecimento) de preás, avançando assim o conhecimento acerca da 

inervação cardíaca extrínseca. 

 

1.1. Hipótese 

 

Hipotetizamos neste trabalho que, durante o desenvolvimento pós-natal de preás 

pode ocorrer uma estabilidade no número de neurônios do GEe, possivelmente devido à 

mecanismos para a manutenção destes neurônios e consequentemente do gânglio 

estrelado e de seu órgão-alvo (coração).  
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2 OBJETIVO 

 

Estudar o efeito do desenvolvimento pós-natal (maturação e envelhecimento) na 

macro e microestrutura do gânglio estrelado esquerdo (GEe) de preás. Para que fosse 

possível alcançar o objetivo proposto, os seguintes parâmetros foram investigados: 

 

2.1. Parâmetros 

2.1.1. Macroestrutura do GEe 

2.1.1.1. Forma e localização 

2.1.1.2. Macromorfometria: peso, comprimento, largura e espessura 

2.1.1.3. Volume do GEe (VGEe) 

 

2.1.2. Microestrutura do GEe 

2.1.2.1. Estudo histológico qualitativo 

2.1.2.2. Número total de neurônios do GEe (NGEe):   

a) Número total de neurônios uninucleados (NuniGEe) 

b) Número total de neurônios binucleados (NbiGEe) 

c) Número total de neurônios uninucleados + binucleados (NtotalGEe) 

2.1.2.3. Volume médio dos neurônios do GEe ( Nv GEe): 

a) Volume médio dos neurônios uninucleados ( Nv uniGEe) 

b) Volume médio dos neurônios binucleados ( Nv biGEe) 

2.1.2.4. Volume total do tecido neuronal (Vtot neuronal) 

2.1.2.5. Volume total do tecido não neuronal (Vtot não neuronal) 

 

2.1.3. Código químico dos neurônios do GEe 

a) Número total de neurônios imunorreativos para Ki-67 uni + bi (Nuni+biki-67) 

b) Volume médio dos neurônios imunorreativos para Ki-67 uni + bi ( Nv uni+biki-67) 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Sistema nervoso autônomo em roedores 

 

 Segundo Song et al. (2009), o sistema nervoso autônomo (SNA) é uma parte 

essencial do sistema de regulação envolvido na manutenção da estabilidade do sistema 

circulatório, sendo a função vagal cardíaca um importante mecanismo de homeostasia 

do batimento cardíaco e da pressão arterial em mamíferos.  

 Gabella (2004) descreve que os neurônios do SNA estão situados nos gânglios e 

podem ser divididos sistematicamente em pré-vertebrais, paravertebrais, intramurais e 

para-viscerais. Em humanos, a cadeia simpática dispõe-se verticalmente, passando pelos 

colos das costelas na região cósto-vertebral e é facilmente identificada abaixo da pleura 

parietal (LI et al., 2008). 

Nos mamíferos, o SNA possui uma estrutura comum, sendo compreendido pelos 

neurônios eferentes que inervam toda a musculatura lisa do corpo e glândulas e, pelos 

neurônios aferentes que recebem e transmitem reflexos e sensações dos órgãos 

viscerais (GABELLA, 2004). 

 A inervação autônoma do coração compreende dois contingentes do SNA: 

extrínseco e intrínseco. O SNA extrínseco consiste em cadeias de gânglios ao longo da 

medula espinal, portanto, são gânglios paravertebrais, sendo um deles o gânglio 

estrelado (GE). O SNA intrínseco consiste em gânglios e fibras nervosas que estão 

localizados no próprio coração (ARDELL et al., 1994; SHERLAG; PO, 2006; HOU et al., 

2007; ZHOU et al., 2007; HASAN; LIN et al., 2009; SMITH, 2009). 

 Os componentes e a estrutura do sistema nervoso cardíaco extrínseco são 

descritos, predominantemente em roedores, dentre eles as cobaias (LEGER et al., 1999; 

CALUPCA et al., 2000), os ratos (HANAMATSU et al., 2002; MASLYUKOV; TIMMERMANS, 

2004; RUIZ-VESLASCO et al., 2005; MASLYUKOV et al., 2006; FIRAT et al., 2008; 

CAVALCANTI et al., 2009; HASAN; LUJAN et al., 2009; SMITH, 2009) e os camundongos 

(MASLYUKOV; TIMMERMANS, 2004; MASLYUKOV et al., 2006). 

Neurônios de gânglios simpáticos de mamíferos são geralmente uninucleados. 

Entretanto, em gânglios de médios e grandes roedores, como cobaias e capivaras, tem 

sido descrita maior ocorrência de neurônios binucleados (FORSMAN et al., 1989; 

SASAHARA et al., 2003; RIBEIRO, DAVIS, GABELLA, 2004). 
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  O preá (Galea spixii, Wagler, 1831) é um mamífero pertencente à ordem Rodentia, 

família Caviidae, gênero Galea. Esta espécie tem uma cauda curta, pelos acinzentados na 

superfície dorsal e brancos na superfície ventral. Estes roedores são morfologicamente 

semelhantes às demais espécies, porém sua característica diferenciadora é o seu incisivo 

amarelo. Seu peso ao nascer varia de 75 a 100gr. e, quando adultos, entre 800gr. a 1,5Kg. 

e comprimento de cerca de 25 a 30cm. Possui hábitos basicamente noturnos 

(CORRADELLO, 1987; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2002).  

  A vida média destes animais é de quatro anos e, a maturidade sexual (idade 

adulta resultante) é alcançada em cerca de três meses e senescência a partir da idade de 

36 meses (LACHER, 1981; JONES, 1982; NOWAK, 1999; ROWE; HONEYCUTT, 2002; 

LADD et al., 2012). 

  Estes roedores são encontrados em todos os estados do Nordeste do Brasil, 

habitando uma variedade de formações abertas, como savanas do Cerrado, Floresta 

Atlântica e Caatinga no semi-árido nordestino (LACHER, 1981; BARBOSA et al., 2008) e, 

possuem crescente importância econômica, representando importante fonte de proteína 

animal para populações rurícolas pouco favorecidas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2002; 

ROWE; HONEYCUTT, 2002; WILSON; REEDER, 2005).  

  Além disso, o preá é um modelo animal apropriado para estudar o 

desenvolvimento do sistema nervoso simpático, uma vez que eles caem em uma 

categoria de tamanho corporal que os coloca entre os ratos amplamente estudados e 

maiores roedores silvestres, como pacas e capivaras (WILSON; REEDER, 2005). 

 

3.2. Desenvolvimento pós-natal e gânglio estrelado  

  

Desenvolvimento pós-natal compreende duas fases, ou seja, maturação (de 

neonato a adulto) e envelhecimento (de adulto a senil) e, durante estas fases, vários 

mecanismos adaptativos ocorrem em gânglios simpáticos, embora ainda haja uma 

carência de conhecimento destes mecanismos (FINCH, 1993; VEGA et al., 1993).  

O envelhecimento começou a ter maior importância em ser estudado 

recentemente nos países em desenvolvimento. Isso ocorreu devido ao aumento 

acelerado da população acima de 60 anos (longevidade) em relação à população geral 

(DIAS et al., 2006; BEZERRA et al., 2012).  
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No Brasil, o número de idosos com idade acima de 60 anos passou de três 

milhões em 1960 para 20 milhões em 2010, um aumento de 600% em 50 anos e estima-

se que em 2020 tal número alcançará 32 milhões. Os sistemas de saúde precisarão arcar 

com uma crescente demanda por procedimentos diagnósticos e terapêuticos de doenças 

crônicas não-transmissíveis, principalmente as cardiovasculares e as 

neurodegenerativas (LIMA-COSTA; VERAS, 2003; BEZERRA et al., 2012).  

O processo de envelhecimento é um evento natural e inevitável que ocorre em 

todas as espécies animais. Nos mamíferos, este processo é associado a déficits celular e 

das funções fisiológicas levando a maior incidência de doenças degenerativas (SZWEDA 

et al., 2003).  

No sistema nervoso, os efeitos do envelhecimento são evidenciados por um 

declínio funcional que envolve o sistema nervoso central e periférico. As alterações mais 

frequentemente relacionadas são a perda de neurônio, a atrofia ou a hipertrofia 

neuronal (CABELLO et al., 2002). No entanto, estas alterações têm sido discutidas e, já 

foram relatadas diferenças entre os vários componentes do sistema nervoso e entre 

espécies animais (FINCH, 1993; VEGA et al., 1993). 

 A perda neuronal foi muitas vezes associada aos efeitos do processo de 

envelhecimento do sistema nervoso (WEST, 1994). Pesquisas em meados da década de 

1950 demonstraram uma diminuição na densidade neuronal por área no 

envelhecimento cerebral, mas erradamente descreveram uma diminuição no número 

total de neurônios (GAGLIARDO et al., 2005). Além disso, com o desenvolvimento de 

técnicas precisas e procedimentos imparciais para a quantificação de células, foi possível 

verificar que a diminuição no número total de neurônios não é um padrão durante o 

processo de envelhecimento (MORRISON; HOF, 1997). 

 O tronco simpático é uma estrutura bilateral simétrica, estendendo-se da base do 

crânio até o sacro. Cada tronco simpático cervical tem no mínimo dois gânglios 

proeminentes, o gânglio cervical superior (ou cranial) e o gânglio cervical inferior (ou 

caudal) (HEDGER; WEBBER, 1976; BALJET; DRUKKER, 1979; EVANS; SURPRENANT, 

1996).  

O GE (ou gânglio cervicotorácico) é o maior gânglio do tronco simpático, já que 

este é a junção dos três primeiros gânglios torácicos com o gânglio cervical caudal e, está 

localizado ao nível das primeiras vértebras torácicas com forma irregular (Fig. 1) 

(GABELLA, 2004).  
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 A partir do GE se originam neurônios e fibras nervosas pós-ganglionares que se 

direcionam para o plexo cardíaco no septo interatrial inervando o músculo cardíaco. O 

GE é considerado um importante centro de inervação simpática de órgãos da cavidade 

torácica, pescoço, membros torácicos e vasos da extremidade cranial do tórax 

(MASLYUKOV et al., 2003; MASLYUKOV; TIMMERMANS, 2004; RUIZ-VELASCO et al., 

2005; MASLYUKOV et al., 2006; MASLYUKOV et al., 2007; CAVALCANTI et al., 2009).  

Cao et al. (2000) relataram que a infusão do fator de crescimento do nervo (NGF 

sigla em inglês para Nerve Growth Factor) no gânglio estrelado esquerdo (GEe) induz 

brotamento do nervo cardíaco e hiperinervação simpática, tanto em cães normais e em 

cães com infarto do miocárdio (MI) e bloqueio atriventricular total (BAVT). É provável 

que a infusão de NGF no gânglio estrelado direito (GEd) reduza a incidência de arritmia 

e morte súbita cardíaca devido a redução do tônus simpático e, a estimulação do GEe 

leva ao prolongamento do intervalo QT, enquanto que esta estimulação do GEd induz à 

redução do intervalo QT (ZHOU et al., 2001; ZHOU et al., 2005).  

Figura 1- Localização do gânglio estrelado. Fonte: Gabella, 2004. 
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Estudos relatam que a infusão do NGF no GEe é pró-arrítmico (SCHWARTZ; 

STONE 1980; CINCA et al., 1985; VASEGHI et al., 2012), o que pode induzir a 

hiperinervação simpática (SCHWARTZ et al., 1998; CAO et al., 2000; ZHOU et al., 2005). 

Sob o ponto de vista terapêutico, estudos analisam os efeitos das técnicas de ablação, 

eletroestimulação e bloqueio do GEe para tratamento e prevenção das cardiomiopatias, 

como: a fibrilação atrial, as arritmias ventriculares e a morte súbita cardíaca em 

pacientes com doenças cardiovasculares (CINCA et al., 1985; CAO et al., 2000;   DOCIMO 

et al., 2008), pois através destes tratamentos é possível reduzir a incidência das doenças 

supracitadas, que tem sido associadas à hiperinervação simpática e, assim, diminuir as 

taxas de morbidade e mortalidade desses pacientes (DOCIMO et al., 2008 ; WOOD et al., 

2010; WINTERS et al., 2012). 

Além disso, estudos eletrofisiológicos têm mostrado uma predominância para a 

inervação da parede anterior do ventrículo esquerdo (VE) e ventrículo direito (VD) 

através do GEd enquanto que esta inervação para a parede posterior do VE e VD ocorre 

através do GEe, representando uma inervação heterogênea coordenada para regular a 

função cardíaca (UEDA et al., 1964; YANOWITZ et al., 1966; RAMIREZ et al., 2011; ZHOU 

et al., 2012), entretanto estes efeitos funcionais não estão bem estabelecidos na 

literatura.  

De acordo com algumas observações, a maturação do sistema nervoso simpático 

em mamíferos termina ao final do segundo mês de vida (FRIEDMAN et al., 1968; 

HADDAD; ARMOUR, 1991). Resultados dos estudos de Maslyukov (2005) com GE de 

gatos evidenciam que, os neurônios da medula espinal que emitem fibras para o GE se 

alteram no início do desenvolvimento pós-natal. O número destes neurônios aumenta 

até o décimo dia de vida e depois diminui até os seis meses de idade, o que corrobora o 

decréscimo do número de neurônios pós-ganglionares durante este período. 

Um estudo imuno-histoquímico realizado para investigar o desenvolvimento pós-

natal de neurônios no GE de ratos e camundongos demonstra que, durante a fase pós-

natal, a proporção de neurônios expressando o Polipeptídeo Intestinal Vasoativo (VIP), 

Tirosina Hidroxilase (TH), bem como Colina Acetiltransferase (ChAT) aumentou desde o 

nascimento até o décimo dia de vida e teve um decréscimo gradativo após esse período 

(MASLYUKOV; TIMMERMANS, 2004). 

Na ontogênese pós-natal, os elementos neurais do GE passam por estágios de 

desenvolvimento acompanhados pela reorganização morfológica e funcional 
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(MASLIUKOV et al., 2000a). O número e tamanho médio dos neurônios que inervam 

diferentes órgãos-alvo se alteram no decorrer do desenvolvimento pós-natal do animal 

(MASLIUKOV et al., 2000b).  

    

3.3. Plasticidade neuronal durante o desenvolvimento pós-natal 

  

Análises dos neurônios em gânglios cervicais superiores (GCS) de ratos adultos 

jovens sobre intervalos de até três meses mostram que os dendritos destes neurônios 

mudam durante este intervalo, alongando-se, retraindo-se ou até mudando seu formato 

(PURVES; HADLEY; VOYVODIC, 1986).  

 Em relação à ocorrência de neurônios binucleados, Eranko (1972) cita que em 

GCS de ratos ocorrem mitoses nos neurônios após o nascimento. No entanto, o número 

total final de neurônios é estabelecido durante a vida fetal, e que a partir da primeira 

semana após o nascimento, o número de neurônios principais permanece inalterado ou 

mostra um pequeno decréscimo. Com isso, Forsman et al. (1989) sugerem que a 

ocorrência de células neuronais binucleadas pode ser devido a uma interrupção de 

mitoses durante o processo de diferenciação das mesmas. A determinação dos tipos 

neuronais pode ser verificada também quanto à sua funcionalidade (GUADIX et al., 

1979). 

Toscano et al. (2009) demonstram alterações em relação ao número de neurônios 

uninucleados e binucleados durante o desenvolvimento pós-natal em GCS de cobaia, e 

levantam a hipótese de que a qualidade da inervação ao longo do desenvolvimento 

possa explicar as mudanças na estrutura do neurônio nesse período. A significância 

funcional desse fenômeno de células binucleadas ainda não é conhecida, mas é possível, 

segundo os mesmos autores, que a ocorrência de dois núcleos seja uma adaptação a 

alguma demanda específica imposta às células em função de maior síntese protéica. 

 Smith (1970) reportou que as células binucleadas marcam presença no momento 

do desenvolvimento da inervação do coração quando os neuroblastos imaturos 

observados em estágios recentes estão aparecendo em pequeno número e quando sua 

migração, através das fibras nervosas, passando pelo plexo cardíaco, está quase 

terminada. Células binucleadas têm sido reportadas em roedores silvestres brasileiros, 

36% e 13% em capivaras jovens e adultas, respectivamente (RIBEIRO; DAVIS; GABELLA, 

2004; RIBEIRO, 2006).  
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 Não obstante, autores ainda têm postulado sobre o significado funcional da 

binuclearidade, por exemplo, Ribeiro (2006) sugeriu que a ocorrência de dois núcleos 

nas células ganglionares simpáticas no GCS de capivaras representaria uma adaptação 

compensatória ao bloqueio do processo mitótico e, portanto, ocorreria uma 

diferenciação tardia destas mesmas células.  

 Farel (2003) cita que, em ratos, o número de neurônios no gânglio de raiz dorsal 

(GRD) lombar é quase 35% maior em adultos do que em neonatos, sem proliferação 

neuronal. Este resultado sugere que o GRD de ratos jovens contém uma população de 

neurônios que não sofre diferenciação completa, vindo esta a ocorrer tardiamente 

durante a fase pós-natal. 

 Populações de neurônios do GE com diferentes códigos químicos se desenvolvem 

em momentos diferentes. Existem populações separadas de neurônios que têm 

diferenças em termos de localização, tamanho e características histoquímicas e 

funcionais (MASLYUKOV et al., 2006). 

  

3.4. Proliferação celular 

 

A proliferação celular é o aumento do número de células que são resultantes da 

complementação do ciclo celular através de uma cascata de eventos que asseguram a 

duplicação fiel dos componentes celulares em uma sequência lógica e, a divisão destes 

componentes em duas células filhas (LEVINE et al., 1994). O ciclo celular é composto por 

quatro fases distintas: o período antes da síntese de DNA (G1), a fase de síntese de DNA 

(S), o período após a replicação do DNA (G2) e a fase mitótica (M) que é o ponto mais 

elevado na divisão celular (LEVINE et al., 1994; RABENHORST  et al., 1994). As células 

fora do ciclo celular estão na fase de repouso (G0) e, podem permacer nesta fase por 

tempo indeterminado (HALL; LEVINSON, 1990; ALBERTS et al., 1994; RABENHORST  et 

al., 1994). 

Dois grupos de marcadores de proliferação celular podem ser distinguidos: 

análogos de base nitrogenada e marcador de proliferação celular endogênica. Por ser um 

marcador endógeno de células em proliferação, o Ki-67 é um indicador muito seguro 

porque é expresso durante a mitose e tem uma meia-vida curta. Além disso, pode ser 

facilmente detectado por imuno-histoquímica. Assim, embora o papel do Ki-67 
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permaneça desconhecido, parece ser um bom marcador para a detecção de células 

proliferantes durante a neurogênese do cérebro adulto (KIM et al., 2009). 

O Ki-67 é uma proteína nuclear não-histona expressa altamente nas células em 

fase G1, S, G2 e M do ciclo celular, mas ausente nas células em repouso. Pode ser 

utilizado para medir a fração de crescimento normal dos tecidos e também para tumores 

malignos. Ultimamente, a proliferação celular tem sido medida pela expressão do Ki-67 

(IAMAROON et al., 2004).  

A atividade proliferativa de qualquer tecido, ou neoplasia, pode ser determinada 

pela taxa de crescimento, isto é, o número de células ciclizantes e o tempo que estas 

levam para completar este ciclo (BROWN; GATTER, 1990). O Ki-67 avalia o número de 

células presentes no ciclo celular, mas não fornece informações sobre o tempo em que 

cada célula completa o seu ciclo celular, sendo assim, é perfeitamente possível que um 

grande número de células positivas não indique uma alta atividade proliferativa, e sim 

um maior tempo de permanência no ciclo (ARISAWA et al., 1999). 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 
4.1. Materiais 

 
 Esta pesquisa foi conduzida utilizando-se 20 gânglios estrelados esquerdos (GEe) 

de 20 preás machos (Galea spixii) (Fig. 2), oriundos do Centro de Multiplicação de 

Animais Silvestres (CEMAS) da Universidade Federal Rural do Semi-árido Nordestino 

(UFERSA), Mossoró – RN, entidade credenciada e registrada pelo Instituto Brasileiro do 

Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA) como criadouro científico 

sob registro n° 1478912. 

 Os procedimentos usados no estudo foram aprovados pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da 

Universidade de São Paulo (FMVZ/USP) (2242/2011) e pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FM/USP) 

(273/11).  

   Estes animais foram alocados, posteriormente, em quatro grupos, contendo cinco 

animais cada um, de acordo com a fase etária do desenvolvimento pós-natal, como 

evidenciado na Tabela 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo etário 

(n=5) 

Idade Peso corpóreo médio (g)/  

Desvio Padrão (DP) (g) 

Neonato 01 a 03 dias 48 + 2DP 

Jovem 01 mês 187 + 2DP 

Adulto 12 meses 338 + 2DP 

Senil 36 meses 347 + 2DP 

Tabela 1- Distribuição dos grupos etários e pesos corpóreos médios de preás. 
São Paulo, Agosto - 2014.   
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4.2. Métodos 

4.2.1. Eutanásia, coleta e preparação histológica 
 

 Os animais foram previamente tranquilizados com aplicação de azaperone 

(4mg/kg) intraperitoneal (IP), seguida da aplicação de sulfato de atropina (0,06mg/kg) 

(IP). Para a eutanásia, o cloridrato de quetamina (20mg/kg) foi associado ao cloridrato 

de xilazina (1,5mg/kg), ambos na mesma seringa, e foi injetado também por via IP, 

visando a indução da anestesia. Subsequentemente, os animais receberam uma 

sobredose de anestésico: tiopental sódico (80mg/100g) (IP). 

 Por meio de uma incisão mediana e ventral desde o manúbrio até o processo 

xifóide e secção das junções costo-condrais, foi realizada a exposição da cavidade 

torácica com fácil acesso ao coração. Uma cânula bulbada foi introduzida no ventrículo 

esquerdo e foi perfundida uma solução de lavagem (PBS, nitrito de sódio e heparina), 

seguido da solução fixadora: formaldeído (4%) em PBS (pH 7,4; 0,1 M). 

Os GEes (Fig. 3) foram dissecados e ainda medidos nos seus três eixos: 

comprimento, largura e espessura, usando o paquímetro digital Digimess e pesados em 

Figura 2- Preá, Galea spixii do grupo Adulto. Escala de barra: 5cm 
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balança analítica Q-500L210C Quimis.  Posteriormente, os gânglios foram imersos em 

solução fixadora de formaldeído (4%), permanecendo nesta por um período de 48 

horas. À seguir, os gânglios foram embebidos em solução aquosa de Ágar (10%), 

gerando assim estruturas circulares e, isotropizados pelo método do “i-sector”, em que 

cada gânglio foi seccionado de maneira randômica, através da rotação destas estruturas 

circulares, não permitindo que fosse escolhido a orientação que o GEe seria cortado, 

tendo então o seccionamento deste material tanto na vertical, como na horizontal e na 

diagonal (NYENGAARD; GUNDERSEN, 1992) (Fig. 4). Subsequentemente, os GEes foram 

crioprotegidos com solução de 15% de sacarose em PBS por 24 horas, congelados em 

isopentano e nitrogênio líquido, seccionados exaustivamente em criostato à espessura 

de 20µm e, finalmente, montados em lâminas cobertas com Poly-lisine para maior 

aderência das criosecções e corados com GIEMSA e desidratas em séries crescentes de 

álcoois (Merck). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3- Gânglio estrelado esquerdo (GEe) do grupo Adulto. Escala de barra: 1mm 
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4.2.2. Código químico dos neurônios do GEe 

4.2.2.1. Reação de imuno-histoquímica enzimática de campo claro  

 

A reação de imuno-histoquímica foi conduzida de fato nos cortes histológicos - do 

GEe - anteriormente montados em lâminas (vide seção 4.2.1). As secções histológicas 

foram processadas como se segue: bloqueios de avidina, biotina e da peroxidase 

endógena, utilizando-se "kits" anti-avidina, anti-biotina (Vector) e peróxido de 

hidrogênio (1% em H2Odestilada) durante 30 minutos, seguido de bloqueio com soro 

normal de cabra (10% em PBS, pH 7,4, 0,1M) durante uma hora, outra lavagem em PBS 

(15 minutos) e incubação individualizada no anticorpo primário produzido em coelho 

anti-Ki-67 humano (1:100) durante 24 horas. A seguir, as secções foram lavadas com 

PBS e incubadas com anticorpo secundário produzido em caprino, conjugadas com 

“horseradish peroxidase” (HRP) (1:200) (por três horas). Subsequentemente, uma nova 

lavagem foi feita com PBS e a reação finalmente visualizada com a “3,3’-

diaminobenzidine tetrahydrochloride” (DAB, Sigma) por 3 minutos. Posteriormente, as 

criosecções foram lavadas em PBS (15 minutos), desidratadas em séries crescentes de 

Figura 4- Gânglios isotropizados através do método do i-sector 
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etanóis e xilóis, montadas sob lamínula com DPX (Fluka) (STEELE et al., 2006; KIM et al., 

2009), e à seguir, visualizadas por meio da estação de microscopia de luz Leica DM 6000. 

 

4.2.3. Estudo Estereológico 
 

 Os parâmetros estereológicos descritos à seguir foram estimados por meio do 

software estereológico newCAST™ by Visiopharm (Versão 4.5.1.324). 

 A amostragem do GEe (Fig. 5) foi sistemática e uniformemente aleatória (SURS) 

(GUNDERSEN et al., 1999).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5- Esquema representando a amostragem do GEe de forma 
sistemática e uniformemente aleatória (SURS). (As escalas entre as 
diferentes etapas não correspondem à escala real). 
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4.2.3.1. Volume do GEe ( VGEe) 

 

Para estimar o volume do GEe usou-se o Princípio de Cavalieri (MAYHEW; 

OLSEN, 1991), que foi aplicado em criosecções (Fig. 6). O GEe foi cortado seccionado por 

inteiro (sequencialmente), gerando um conjunto de criosecções com espessura média 

T= 20 µm. A localização da primeira secção foi tomada como um número aleatório entre 

1-K como o procedimento adotado por Ribeiro; Davis; Gabella (2004). 

A seguinte fórmula foi usada para estimar o volume do gânglio: 

 

∑= papKTVGEe /...:  

 

Onde: 

T = espessura média das secções ganglionares 

K= distância entre as secções 

a/p= área de cada secção histológica do GEe 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.3.1.1. Coeficiente de Erro da estimativa de volume do GEe 

Figura 6- Fotomicrografia do GEe de preá do grupo Senil demonstrando a aplicação do Princípio de 
Cavalieri para a estimativa do volume ganglionar através do sistema teste de pontos ((a/p) 21.586,19 µm2). 
Giemsa. Escala de barra: 300µm. 
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Variância “noise” da contagem de pontos: 

 

Var [noise] := c. (b/√a).(√n. ΣP) 

 

Onde c é uma constante (c = 0,0724)  

b/√a  expressa a forma ou complexidade dos perfis analisados 

n é o número de secções utilizadas  

ΣP é o número total de pontos utilizados para estimar a área das secções 

 

 

4.2.3.1.2. Variação devido à amostragem sistematicamente 

aleatória (Var (surs)): 

 

Var (surs) := (3(A – Var (noise)) – 4B+C)/240 

 

4.2.3.1.3. Variação total e precisão (Var[total]): 

 

Var[total] := (Var (noise) + Var (surs))/(∑P)2   

CE := Var[total]  

 

 

4.2.3.2. Número total de neurônios do GEe (NtotalGEe) 

- Número total de neurônios uninucleados, número total de neurônios 

binucleados e número total de neurônios imunorreativos para Ki-67  

  

 De acordo com o método do Fractionator óptico, que é uma combinação do 

fractionator (um princípio de amostragem) com o disector óptico, os neurônios foram 

amostrados em planos focais ópticos sucessivos (Fig. 7) e, os núcleos que foram surgindo em 

foco e elegíveis pelos critérios estereológicos, foram contados em diferentes alturas, estimando-

se o número total de neurônios uninucleados (NuniGEe), binucleados (NbiGEe) e total 

(uni+bi) (NtotalGEe) do GEe para população inespecífica (GIEMSA) e específica (Ki-67). Em 

seguida, multiplicou-se o número total de partículas amostradas pelo inverso das 
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frações de amostragem (GUNDERSEN et al., 1988, GUNDERSEN, 2002; ANDERSEN et al., 

2003), utilizando-se a seguinte fórmula: 

 

 

hsfasfssf
QN

1
.

1
.

1
.: ∑

−=  

 

 

Onde:  

ssf é a fração das secções  amostradas  

asf é a fração de área de cada secção usada para a quantificação 

hsf é a fração da espessura da secção efetivamente utilizada para contagem  

Q- é o número de neurônios amostrados em disectors ópticos  

  

 Com o método descrito acima, foram estimados o número total de neurônios 

uninucleados (NuniGEe) e o número total de neurônios binucleados (NbiGEe).  

Adicionalmente, estimamos o número total de neurônios (NtotalGEe) obtido pelo 

somatório de NuniGEe e NbiGEe.  
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Figura 7- Fotomicrografias de secções histológicas sequenciais do GEe de um preá do grupo Senil, 
exemplificando a aplicação do método do Disector óptico em que neurônios uni (U) e binucleado (B) foram 
amostrados em planos focais ópticos sucessivos (A, B, C, D, E e F) espaçados em 5 µm e, os núcleos que 
foram surgindo em foco e elegíveis pelos critérios estereológicos, foram contados em diferentes alturas. 
Giemsa. Escalas de barra: 30µm. 
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4.2.3.3. Volume médio dos neurônios do GEe ( Nv GEe) 
- Volume médio dos neurônios uninucleados, volume médio dos neurônios 

binucleados e volume médio dos neurônios imunorreativos para Ki-67  

 

       O volume neuronal foi estimado pelo método do Rotator planar (Fig. 8). Este 

método permite estimar o volume médio e a distribuição volumétrica das partículas, 

independentemente da sua forma, distribuição ou orientação (VEDEL-JENSEN; 

GUNDERSEN, 1993). 

 

 A seguinte fórmula foi utilizada para a estimativa do volume neuronal: 

 

∑=
i

2

l. t . :
iNv π  

 

Onde: l
2

i
é uma distância medida a partir de um ponto fixo da célula ou fora dela, até uma 

borda arbitrariamente escolhida na mesma. As estimativas para Nv  foram feitas 

separadamente: volume médio de neurônios uninucleados ( Nv  uniGEe) e volume médio de 

neurônios binucleados ( Nv  biGEe). 
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4.2.3.4. Volume total do tecido neuronal (Vtot neuronal) 

 

 O volume do tecido neuronal foi calculado indiretamente, multiplicando o 

número total de neurônios uninucleados (NuniGEe) pelo volume médio dos neurônios 

uninucleados ( Nv uniGEe) e, o número total de neurônios binucleados (NbiGEe) pelo volume 

médio dos neurônios binucleados ( Nv biGEe), obtendo o volume total de neurônios 

uninucleados e binucleados. Em seguida, calculou-se o volume total do tecido neuronal 

através do somatório do volume total de neurônios uninucleados com o volume total dos 

neurônios binucleados dos GEes (de LIMA et al., 2007). 

 

 

Figura 8- Fotomicrografias do GEe de um preá do grupo Neonato, exemplificando a aplicação do método 
Rotator planar, em que um neurônio uninucleado foi elegível e teve o seu volume médio estimado. Giemsa. 
Escalas de barra: 30µm. 
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 A seguinte fórmula foi utilizada para a estimativa do volume do tecido neuronal: 

 

   ) ()  ( biGEeNbiGEeuniGEeNuniGEeneuronal vNvNVtot ⋅+⋅=  

 

4.2.3.5. Volume total do tecido não neuronal (Vtot não neuronal) 

 

O volume do tecido não neuronal foi indiretamente calculado subtraindo-se o 

volume total do tecido neuronal (Vtot neuronal) do volume do GEe (VGEe) (HOWARD; REED, 

2010). 

A seguinte fórmula foi utilizada para a estimativa do volume do tecido não 

neuronal: 

 

                                                   neuronalGEelNãoneurona VtotVVtot −=  

 

 

4.2.4. Análise estatística inferencial  
 

A análise estatística foi conduzida com o auxílio do software estatístico Minitab, 

versão 16 (2010). As médias e distribuições de frequências de cada grupo foram 

comparadas pelo teste one-way ANOVA. Para os parâmetros que apresentaram 

diferenças significantes entre grupos (p≤0,05), foram aplicados os testes post-hoc de 

comparações múltiplas: Tukey e Fisher.  

Nos resultados, os valores representam a média de cada grupo seguida de seu 

coeficiente de variação (CV) sendo este último o quociente entre o desvio padrão e a 

média. O coeficiente de erro (CE) das estimativas estereológicas foi calculado de acordo 

com Gundersen et al. (1999). 
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Resultados 
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5 RESULTADOS  

5.1. Macroestrutura do GEe 

5.1.1. Forma e localização 

 

Em todos os animais, independentemente dos grupos etários, os GEes tinham 

forma irregular e, em seu polo cranial, observamos que o tronco simpático se continuava 

como alça subclávia que, por sua vez, se fusionava ao gânglio cervical médio. Quanto à 

sua localização, não houve alterações macroscópicas, sendo identificados dorsalmente 

ao nível da primeira e segunda vértebra torácica. O polo caudal do GEe se continuava 

como tronco simpático torácico. 

 

5.1.2. Macromorfometria 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Variáveis Neonato Jovem Adulto Senil 

Comprimento (mm)* 4,35 (0,21)a 7,50 (0,14) a 6,57 (0,08) a 6,77 (0,14) a 

Largura (mm)NS1 1,33 (0,45) a 1,30 (0,32) a 1,34 (0,36) a 1,26 (0,41) a 

Espessura(mm)NS2 0,69 (0,19) a 0,69 (0,34) a 0,93 (0,23) a 0,86 (0,35) a 

Tabela 2- Parâmentros macromorfométricos – comprimento, largura e espessura do 
GEe de preás dos grupos Neonato, Jovem, Adulto e Senil. Os valores de cada parâmetro 
são expressos pela média do grupo, seguida do seu coeficiente de variação (CV) - São 
Paulo, Agosto – 2014. 

a, b, c, Médias assinaladas com uma mesma letra não diferem  entre si, estatisticamente. Porém, médias 
assinaladas com letras diferentes, diferem significativamente. *p=0,0001; NS(Não Significante) NS1p=0,993; 
NS2p=0,297. 
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Foi possível observar qualitativamente essa diferença no comprimento do gânglio 

entre o grupo Neonato e os demais grupos (Fig. 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5.2. Microestrutura do GEe 

5.2.1. Estudo histológico qualitativo 

 

Os gânglios estrelados esquerdos consistiam de aglomerados de neurônios 

separados por fibras nervosas, vasos sanguíneos e septos de tecido conjuntivo 

proeminente. Os perfis dos neurônios eram circulares ou, mais comumente, ovais. 

Qualitativamente os neurônios foram densamente distribuídos nos grupos Neonato e 

Jovem, mas nos grupos Adulto e Senil, os neurônios eram distantes e separados por 

espaços ocupados principalmente por neurópilo (neuritos e processos gliais) e por vasos 

sanguíneos e tecido conjuntivo (Fig. 10). Foi possível observar na microestrutura do GEe 

de preás os seguintes tipos celulares: neurônios uninucleados, neurônios binucleados e 

neurópilo (Fig. 11). 

 

 

 

Figura 9- Fotomacrografia dos gânglios estrelados esquerdos de preás do grupo Neonato (A), Jovem 
(B), Adulto (C) e Senil (D) demonstrando a diferença macromorfométrica para o comprimento. Escala 
de barra: 1mm. 
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Figura 10- Fotomicrografia do gânglio estrelado esquerdo (GEe) de preás dos grupos Neonato (A), Jovem 
(B), Adulto (C) e Senil (D). Observam-se neurônios uninucleados (setas) e binucleados (cabeças de seta) 
que são densamente distribuídos nos animais Neonatos e Jovens, embora, nos animais dos grupos Adulto 
(C) e Senil (D), os neurônios estão dispersos e separados por neurópilo (*). Giemsa. Escalas de barra: 20µm. 
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Figura 11- Fotomicrografia do gânglio estrelado esquerdo (GEe) de um preá Adulto evidenciando um 
neurônio uninucleado (seta), dois neurônios binucleados (cabeças de seta) e o neurópilo (*). Giemsa. Escala 
de barra: 20µm. 
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5.2.1.1. Código químico dos neurônios do GEe 

 

 

Foi realizado imuno-histoquímica para o marcador de ciclo celular Ki-67, os quais 

foram adaptados para cortes histológicos espessos. Foram identificados neurônios do 

GEe de preás imunorreativos para esta proteína (Fig. 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12- Fotomicrografia do gânglio estrelado esquerdo (GEe) de um preá Adulto evidenciando  
neurônios imunorreativos para Ki-67 (setas apontando núcleos destes neurônios uninucleados e cabeças 
de seta apontando núcleos de um neurônio binucleado ambos corados em marrom). 3,3′-
Diaminobenzidine (DAB). Escala de barra: 30µm. 
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5.2.2 Parâmetros estereológicos 

- Volume do GEe (VGEe), Volume total do tecido neuronal (Vtot neuronal), Volume total do 
tecido não neuronal (Vtot não neuronal), Número total de neurônios do GEe (NTotalGEe) e 

Volume médio dos neurônios do GEe ( Nv GEe),  

 

Os valores para os parâmetros Volume do GEe, Volume médio dos neurônios 

uninucleados e binucleados do GEe (GIEMSA e Ki-67), Volume total do tecido neuronal e 

Volume total do tecido não neuronal, estão sumarizados na Tabela 2. Os valores para 

Número de neurônios uninucleados, binucleados e total do GEe (GIEMSA e Ki-67), estão 

sumarizados na Tabela 3.  

Os valores médios do Coeficiente de erro (CE) para o Volume do GEe (VGEe) nos 

grupos etários estudados foram: Neonato - 2,82%; Jovem - 3,1%; Adulto - 2,36% e Senil - 

6,6%. 
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a, b, c, Médias assinaladas com uma mesma letra não diferem  entre si, estatisticamente. Porém, médias assinaladas com 
letras diferentes, diferem significativamente. *p=0,011; **p=0,005; NS(Não Significante) NS1p=0,334; NS2p=0,464; 
NS3p=0,236; NS4p=0,094; NS5p=0,400. 

Tabela 3- Parâmetros estereológicos - Volume do GEe; Volume total do tecido não neuronal; Volume 
total do tecido neuronal; Volume médio dos neurônios do GEe (uni; bi) e Volume médio dos 
neurônios imunorreativos ao KI-67(uni; bi) do GEe de preás dos grupos Neonato, Jovem, Adulto e 
Senil. Os valores de cada parâmetro são expressos pela média do grupo, seguida do seu coeficiente 
de variação (CV) - São Paulo, Agosto – 2014. 

Variáveis Neonato Jovem Adulto Senil 

Volume do GEe 
(mm3)* 

0,702 (0,33)b 0,954 (0,38)ab 1,904 (0,45)a 1,576 (0,33)ab 

Volume total do 
tecido não 
neuronal 
(mm3)** 

0,4160 (0,37)b 0,6470 (0,55)b 1,530 (0,44)a 1,116 (0,37)ab 

Volume total do 
tecido neuronal 

(mm3)NS1 
0,2852 (0,33)a 0,3068 (0,55)a 0,3748 (0,51)a 0,4604 (0,35)a 

Volume médio 
dos neurônios 

Uni do GEe 
(µm3)NS2 

2.456 (0,17)a 2.380 (0,32)a 2.808 (0,17)a 3.298 (0,33)a 

Volume médio 
dos neurônios Bi 
do GEe (µm3)NS3 

4.618 (0,30)a 4.327 (0,27)a 4.241 (0,23)a 5.498 (0,31)a 

Volume médio 
dos neurônios 

imunorreativos 
ao Ki-67 Uni do 

GEe (µm3)NS4 

3.244 (0,41)a 4.379 (0,32)a 1.428 (0,27)a 4.492 (0,44)a 

Volume médio 
dos neurônios 

imunorreativos 
ao Ki-67 Bi do 
GEe (µm3)NS5 

3.317 (0,45)a  6.088 (0,63)a 3.038 (0,82)a 5.317 (0,18)a 
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Tabela 4- Parâmetros estereológicos - Número total de neurônios do GEe (uni; bi; uni+bi) e Número 
total de neurônios imunorreativos ao Ki-67 (uni; bi; uni+bi) do GEe de preás dos grupos Neonato, 
Jovem, Adulto e Senil. Os valores de cada parâmetro são expressos pela média do grupo, seguida do 
seu coeficiente de variação (CV) - São Paulo, Agosto – 2014. 
 

Variáveis Neonato Jovem Adulto Senil 

Número total de 
neurônios Uni do 

GEe NS6 

Número total de 
neurônios Bi do 

GEe NS7 

136.005 (0,37)a 100.088 (0,23)a 120.368 (0,38)a 

 

110.379 (0,22)a 

 

7.067 (0,27)a 

 

16.136 (0,26)a 

 

28.111(0,59)a 

 

29.007 (0,51)a 

 

Número total 
(uni+bi) de 

neurônios do 
GEeNS8 

143.072 (0,34)a 

 

116.224 (0,23)a 

 

148.479 (0,35)a 

 

139.386 (0,28)a 

 

Número total de 
neurônios Ki-67 

Uni do GEeNS9 

    28.141 (0,18)a     29.005 (0,32)a 31.134 (0,81)a 7.170 (0,22)a 

Número total de 
neurônios Ki-67 Bi 

do GEeNS10 

      4.096 (0,47)a       4.094 (0,17)a 5.130 (0,89)a 2.272 (0,05)a 

Número total de 
neurônios Ki-67 

(uni+bi) do GEe NS11 

      32.237(0,21)a      33.099 (0,27)a 36.264 (0,82)a 9.442 (0,18)a 

 a, b, c, Médias assinaladas com uma mesma letra não diferem  entre si, estatisticamente. Porém, médias assinaladas com 
letras diferentes, diferem significativamente. NS(Não Significante) NS6p=0,602; NS7p=0,053; NS8p=0,731; NS9p=0,196; 
NS10p=0,592; NS11p=0,231. 
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6 DISCUSSÃO 

6.1. Principais achados 

 

Os principais achados deste trabalho foram: i) aumento de 171% (hipertrofia) no 

volume do GEe entre os grupos Neonato e Adulto (maturação); ii) aumento de 268% no 

volume total do tecido não neuronal entre os grupos Neonato e Adulto (maturação); iii) 

estabilidade no número de neurônios uninucleados, binucleados e no número total de 

neurônios do GEe durante o desenvolvimento pós-natal; iv) estabilidade no volume dos 

neurônios do GEe durante o desenvolvimento pós-natal; e, v) estabilidade no número de 

neurônios imunorreativos ao Ki-67 (uni+bi) durante o desenvolvimento pós-natal.  

 

6.2. Macroestrutura do GEe 

6.2.1. Forma e localização 

 

Independentemente da idade, todos os gânglios estrelados esquerdos (GEes) 

eram de forma irregular e envolvidos por uma cápsula de conjuntivo, que produziu 

septos de tecido conjuntivo no interior do gânglio, dividindo-os em várias unidades 

ganglionares. Este padrão geral está em linha com estudos qualitativos anteriores com 

foco no gânglio simpático de vários grandes mamíferos, como cães (RIBEIRO et al., 2002; 

GAGLIARDO et al., 2005), coelhos (SASAHARA et al., 2003) capivaras e cavalos 

(RIBEIRO; DAVIS; GABELLA, 2004; LOESCH et al., 2010). Quanto à sua localização e 

posicionamento, não apresentou alterações relevantes durante o desenvolvimento pós-

natal, estando em concordância com as descrições feitas em outros roedores e 

mamíferos (GABELLA, 2004; CAVALCANTI et al., 2009). 

 

6.2.2. Macromorfometria 
 

Em relação aos parâmetros macromorfométricos, observou-se o efeito do 

desenvolvimento pós-natal através de um aumento no comprimento do gânglio de 42% 

entre Neonato e Jovem, 34% entre Neonato e Adulto e 35% entre Neonato e Senil. Este 

achado está de acordo com outras pesquisas realizadas em roedores (ABRAHÃO et al., 

2009; MELO et al., 2009; TOSCANO et al., 2009). 
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6.2.3. Volume do GEe (VGEe) 
 

A hipertrofia do gânglio é amplamente conhecida como um mecanismo 

adaptativo durante o desenvolvimento pós-natal em muitos gânglios autonômicos para 

mamíferos de médio e grande porte (MIOLAN; NIEL, 1996; GAGLIARDO et al., 2005; 

FIORETTO et al., 2007; TOSCANO et al., 2009; LADD et al., 2012). Este fenômeno pode 

acontecer devido a um acompanhamento alométrico durante o desenvolvimento pós-

natal dos animais (RIBEIRO; DAVIS; GABELLA, 2004; GAGLIARDO et al., 2005; RIBEIRO, 

2006; TOSCANO et al., 2009; LADD et al., 2012), e devido ao acréscimo de estruturas 

intraganglionares, porém não neuronais (RIBEIRO; DAVIS; GABELLA, 2004; RIBEIRO, 

2006; ABRAHÃO et al., 2009; MELO et al., 2009), ao aumento no número neuronal 

(MELO et al., 2009) e/ou do volume neuronal (LADD et al., 2012). 

Dentre as estruturas intraganglionares não neuronais, torna-se mais evidenciado, 

o tecido conjuntivo e o tecido vascular, representados principalmente por fibras 

colágenas e capilares sanguíneos, respectivamente, como observado em outros roedores 

silvestres (RIBEIRO; DAVIS; GABELLA, 2004; RIBEIRO, 2006; ABRAHÃO et al., 2009; 

MELO et al., 2009). Esta variação no volume total dos tecidos vasculares e dos tecidos 

conjuntivos pode ocorrer devido a uma possível sobrecarga funcional provocada pelo 

crescimento de órgãos-alvo do gânglio durante o desenvolvimento pós-natal 

(ANDREWS, 1996; MIOLAN; NIEL, 1996; TOSCANO et al., 2009). 

O volume do tecido não neuronal em GEes de preás representou 59% no grupo 

Neonato, 68% no grupo Jovem, 80% no grupo Adulto e 71% no grupo Senil, 

apresentando um aumento de 268% durante o período de maturação (entre Neonato e 

Adulto) o que refletiu na hipertrofia de 171% no gânglio no mesmo período 

acompanhado por um aumento de 600% no peso do corpo do animal, assim como em 

estudos anteriores (RIBEIRO; DAVIS; GABELLA, 2004; GAGLIARDO et al., 2005; RIBEIRO, 

2006; TOSCANO et al., 2009) que foi marcado por aumento do volume de gânglios 

simpáticos também acompanhado por aumento no peso do corpo do animal (TOSCANO 

et al., 2009; LADD et al., 2012) durante o desenvolvimento pós-natal. 
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6.3. Microestrutura do GEe 

6.3.1. Estudo histológico qualitativo 

 

Neste estudo, verificou-se qualitativamente a distribuição dos neurônios 

associados ao desenvolvimento pós-natal, demonstrando neurônios densamente 

distribuídos nos grupos Neonato e Jovem, enquanto nos grupos Adulto e Senil os 

neurônios eram esparsamente distribuídos e separados por espaços ocupados 

principalmente por neurópilo (neuritos e células gliais), vasos sanguíneos e tecido 

conjuntivo. Pela mesma razão, os neurônios dos gânglios simpáticos de outros roedores 

durante o desenvolvimento pós-natal, por exemplo, cobaias e pacas, são também 

distribuídos de maneira não uniforme e separados por tecido não neuronal, 

especialmente o tecido conjuntivo (ABRAHÃO et al., 2009; MELO et al., 2009; TOSCANO 

et al., 2009).   

Quanto aos tipos celulares observados nos GEes de preás, neurônios 

uninucleados e binucleados, foram também documentados em gânglios simpáticos de 

outros roedores silvestres (FORSMAN et al., 1989; SASAHARA et al., 2003; RIBEIRO; 

DAVIS; GABELLA, 2004; RIBEIRO, 2006; ABRAHÃO et al., 2009; MELO et al., 2009).  

Neurônios do gânglio simpático de mamíferos são geralmente uninucleados, mas 

as células com dois núcleos são também encontradas (HUBER, 1899; SMITH, 1970; 

FILICHKINA, 1981; DALSGAARD; ELFVIN, 1982; MACRAE et al., 1986; PURVES et al., 

1986). As células binucleadas podem auxiliar na demanda exigida pela inervação 

extrínseca, representando um mecanismo para aumentar o número de células 

ganglionares no coração, por um processo de divisão ativa, uma vez que os neuroblastos 

imaturos vistos em estágios iniciais estão se tornando menor em número e sua migração 

ao longo de feixes nervosos, que passam a partir do plexo cardíaco, quase cessou 

(SMITH, 1970). É possível também que a ocorrência dos dois núcleos seja uma 

adaptação de uma procura específica aplicada às células no que diz respeito à síntese de 

proteínas (RIBEIRO, 2006), porém seu significado funcional ainda é obscuro. 
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6.3.2. Número total de neurônios do GEe (NTotalGEe)  

 

Em relação às alterações induzidas pelo desenvolvimento pós-natal, algumas 

partes do sistema nervoso podem reagir de forma diferente e as razões para isso ainda 

não são claras (TOSCANO et al., 2009). 

No sistema nervoso central (SNC), as alterações frequentemente relatadas 

durante o desenvolvimento pós-natal, são a perda de neurônios do neocórtex, atrofia 

dos neurônios restantes (ESIRI, 2007) e perda de ambas as células de Purkinje e 

granular no lóbulo anterior do cerebelo (ANDERSEN et al., 2003). Em estudos do SNA, 

Ribeiro (2006) encontrou uma diminuição de 23% no número total de neurônios 

binucleados do GCS em capivaras durante a maturação. Bergman e Ulfhake (1998), 

comparando gânglio da raiz dorsal (GRD) de ratos com 30 dias e três meses de idade, 

observaram redução do número de neurônios, e esta redução neuronal também foi 

relatada por Santer (1991) no GCS de ratos entre quatro e 24 meses de idade.  

Perda de neurônios durante o desenvolvimento pós-natal tem sido atribuída a 

uma diminuição na produção de esteróides neuroativos, isto é, éster de sulfato de 

dehidroepiandrosterona e alopregnanolona, que são inibidores de apoptose neuronal e 

que protegem o SNC e os neurônios simpáticos de agentes nocivos 

(CHARALAMPOPULOS et al., 2006). 

No entanto, estes resultados são controversos, porque há diferenças entre os 

vários componentes do sistema nervoso e também entre as espécies (FINCH, 1993; 

VEGA et al., 1993). Por exemplo, Melo et al. (2009) identificaram um aumento no 

número total de neurônios do GCS, porém este aumento ocorreu em neurônios 

uninucleados e sem alterações nos neurônios binucleados. Farel (2003) relatou um 

aumento no número de neurônios do GRD de ratos, que não foi associada a 

uma neurogênese, sugerindo ser o resultado de maturação tardia ou diferenciação 

incompleta de células nervosas (MIOLAN; NIEL, 1996; CIARONI et al., 2000).   

Neste estudo, observou-se uma estabilidade no número de neurônios 

uninucleados, binucleados e total no GEe de preás, estando de acordo com estudo de 

Ladd et al. (2012), que também demonstraram uma estabilidade no número total de 

neurônios em gânglios responsáveis pela inervação extrínseca de roedores. 
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Sugerimos que pode estar ocorrendo um equilíbrio entre neurogênese e morte 

neuronal, refletindo assim nesta estabilidade numérica dos neurônios dos GEes de preás 

durante o desenvolvimento pós-natal.  

 

6.3.3. Volume médio dos neurônios do GEe ( Nv GEe) 

 

Durante o desenvolvimento pós-natal, pode ocorrer uma hipertrofia neuronal, 

sendo este um mecanismo comum, pelo menos em algumas partes do sistema nervoso, 

para compensar a perda neuronal no mesmo período por degeneração ou necrose 

celular, além de outros mecanismos que possam garantir a homeostase funcional 

(CABELLO et al., 2002; SANCHEZ et al., 2008) como um acompanhamento alométrico 

encontrado por Ladd et al. (2012), que apresentou aumento de 130% nos neurônios 

uninucleados em GCS de preás. 

Porém, essa hipertrofia neuronal não representa um padrão para o 

desenvolvimento pós-natal. Por exemplo, Toscano et al. (2009) observaram uma 

diminuição (atrofia) de 27,5% no volume de neurônios uninucleados e 40% no volume 

de neurônios binucleados nos GCS de cobaias durante o envelhecimento, que pode ser 

atribuído a uma atrofia relacionada com a idade seletiva e neurodegeneração mediada 

por um aumento na expressão de sortilina em neurônios do GCS, agravados com a 

elevada expressão de níveis de pró NGF em alguns órgão-alvos (AL-SHAWI et al., 2008). 

Neste estudo não foi observado mudanças no volume neuronal durante o 

desenvolvimento pós-natal assim como em outros estudos em GCS de roedores 

silvestres (RIBEIRO, 2006; MELO et al., 2009; LADD et al., 2012). 

Sugerimos que a estabilidade no volume neuronal ocorreu porque os mecanismos 

que normalmente podem influenciar na atrofia ou hipertrofia dos neurônios não foram 

observados neste estudo. Como discutido anteriormente, encontramos estabilidade do 

número total de neurônios e a hipertrofia observada no GEe de preás diante de um 

acompanhamento alométrico, foi refletida pelo aumento do volume total do tecido não 

neuronal. Sendo assim, acreditamos que não foi necessária uma alteração do volume 

neuronal para adaptação estrutural deste gânglio durante o desenvolvimento pós-natal. 
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6.3.4. Proliferação celular 
 

A existência da neurogênese adulta no sistema nervoso central da maioria dos 

mamíferos, incluindo humanos, é hoje em dia amplamente reconhecida (ALTMAN; DAS, 

1965; ERIKSSON et al., 1998; SPALDING et al., 2013). Entretanto, proliferação em outras 

partes do sistema nervoso em desenvolvimento pós-natal pode ocorrer de maneira 

diferente (ROTHMAN et al., 1978; ROHRER; THOENEN, 1987; HENDERSHOT et al., 2008; 

REIFF et al., 2011).  

No SNC, a diferenciação neuronal pós-natal é acompanhada por permanente 

retirada do ciclo celular, já no desenvolvimento pós-natal de gânglios simpáticos, a 

proliferação continua a seguir a diferenciação neuronal, ou seja, neurogênese em 

gânglios simpáticos procede principalmente pela proliferação de imaturos, mas já 

diferenciados neurônios (DICICCO-BLOOM et al., 1990; TSAROVINA et al., 2008).  

Neuroblastos simpáticos são os precursores imediatos dos neurônios simpáticos 

pós-mitóticos, e eles passam por vários ciclos de divisão celular para expandir o pool 

precursor e aumentar o tamanho dos gânglios simpáticos antes de sair do ciclo celular. 

No entanto, os eventos moleculares que regulam a expansão destes neuroblastos 

permanecem desconhecidos (ARMSTRONG et al., 2011). 

Publicações recentes - e este estudo - descrevem a existência de neurônios 

binucleados em gânglios simpáticos de roedores silvestres sugerindo que a neurogênese 

pós-natal pode realmente existir nestes gânglios, já que a ocorrência de neurônios 

binucleados poderia implicar em processos de divisão celular não finalizados, ou seja, 

cariocinese sem a finalização da citocinese (RIBEIRO; DAVIS; GABELLA, 2004; RIBEIRO, 

2006; LADD et al., 2012).  

Em nosso estudo, observamos que os preás apresentaram uma estabilidade no 

número de neurônios uninucleados, binucleados e no número total destes neurônios 

(uni+bi) durante o desenvolvimento pós-natal tanto para a população inespecífica 

(GIEMSA) quanto para a população específica (imunorreativos para Ki-67) e, 

visualizamos a ocorrência de neurogênese - evidenciada pela marcação através do Ki-67 

- em todos os grupos (Neonato, Jovem, Adulto e Senil). 

Estudos sobre a diferenciação neuronal, plasticidade e regeneração celular 

levaram aos pesquisadores a compreender que o dano neuronal pode ser compensado 

pela reinervação dos órgãos-alvo, a remodelação dos circuitos neuronais e até mesmo 
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geração de novos neurônios no sistema nervoso periférico (SNP) em adultos (CZAJA; 

FORNARO; GEUNA, 2012).   

Sabendo-se que, o envelhecimento em mamíferos pode acarretar alterações como 

perda de cardiomiócitos, hiperplasia destes cardiomiócitos e hipertrofia do miocárdio 

(ANVERSA et al., 1990; BETSUYAKU et al., 2002; LAKATTA, 2003; VINCIGUERRA et al., 

2009) e, que esse aumento no tamanho do coração é devido a um remodelamento 

ventricular sendo um mecanismo adaptativo que ocorre durante o desenvolvimento 

pós-natal (SUTTON; SHARPE, 2000), sendo o gânglio estrelado o principal componente 

da inervação extrínseca do coração, sugere-se que esta neurogênese ocorre para 

compensar a demanda exigida pelo órgão-alvo. 

Um equilíbrio entre a neurogênese e morte celular, provavelmente, garante um 

balanço homeostático no cérebro adulto. Esta hipótese, com base na observação de que 

as estruturas de origem neural não aumentam em tamanho, implica que a morte celular 

proporciona um estímulo para aumentar a neurogênese (ABROUS et al., 2005). 

Sendo assim, observamos que o GEe de preás demonstram uma 

neuroplasticidade durante o desenvolvimento pós-natal e, que esta acontece para obter 

um equílibrio que, hipoteticamente, é estimulado pela apoptose neuronal 

proporcionando assim, uma neurogênese de forma significativa ao longo da vida, e 

consequentemente uma dinâmica de rotatividade celular para a homeostase deste 

gânglio e de seu órgão-alvo.  

Entretanto para realizarmos uma análise ampla, e compreendermos melhor esta 

interação entre a proliferação neuronal e a apoptose destas células, podendo este ser um 

mecanismo no processo de homeostase, será necessário verificar essa apoptose 

neuronal através da quantificação do número total de neurônios imunorreativos para 

Caspase 3, etapa esta que será desenvolvida na próxima fase deste estudo. 
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7 CONCLUSÃO  
 

Com os resultados apresentados, é possível concluir que durante o 

desenvolvimento pós-natal (maturação e envelhecimento), o GEe apresentou as 

seguintes adaptações estruturais:  

 

- aumento no comprimento relacionado com o desenvolvimento pós-natal, 

sugerindo ser devido a um acompanhamento alométrico que refletiu no volume 

ganglionar; 

- hipertrofia ganglionar durante o período de maturação devido a um acréscimo 

do componente não neuronal do tecido intraganglionar; 

- estabilidade no número de neurônios uninucleados, binucleados e no número 

total de neurônios durante o desenvolvimento pós-natal, hipoteticamente devido a um 

equilíbrio entre neurogênese e morte de neurônios; 

- estabilidade no volume dos neurônios uninucleados e binucleados durante o 

desenvolvimento pós-natal, sugerindo (hipoteticamente) que não foi necessária a 

influência dos mecanismos de compensação envolvidos como a hipertrofia ou atrofia; 

- estabilidade no número de neurônios uninucleados, binucleados e no número 

total de neurônios imunorreativos ao Ki-67 durante o desenvolvimento pós-natal, 

sugerindo ser um mecanismo para rotatividade celular e homeostase do gânglio e, 

consequentemente, do coração; 
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ANEXOS 
 
ANEXO A- Carta de aprovação no Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina 
da Universidade de São Paulo (FM-USP) 
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ANEXO B- Carta de aprovação na Comissão de Ética no uso de animais da Faculdade de 
Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo (FMVZ-USP) 
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ANEXO C- Ficha do Aluno na Plataforma do Sistema Administrativo de Pós-Graduação 
JANUS – Disciplinas cursadas e créditos obtidos 
 

 


