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RESUMO

FIORETTO, Aumento no niimero de neurdnios seguido de hipertrofia neuronal pode ser mecanismo de
compensacdo para perda neuronal resultante da remoc@o unilateral do ganglio cervical cranial em
ovinos. [Neuronal number increase followed by neuronal hypertrophy may be a compensation
mechanism for neuronal loss as a result of unilateral remotion of cranial cervical ganglion in sheep].
2006. 102 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2006.

O sistema nervoso simpatico ¢ escassamente descrito em livros na anatomia veterinaria € encontra-se
pouca informagao a respeito de seu funcionamento em grandes mamiferos. O conceito atual da estrutura
e funcdo dos ganglios simpaticos deriva de estudos desenvolvidos no ganglio cervical superior (GCC)
em animais de laboratorio, devido ao seu grande tamanho, facilidade de acesso e multiplicidade de
territorio de inervacdo nestas espécies. A ganglionectomia unilateral do GCC causou condigao
patologica associada a sindrome de Horner com sinais associados a anisocoria, enoftalmia, ptose e
hipertermia de orelha. Aplicando-se métodos estereoldgicos, objetivamos investigar a neuroplasticidade
do G CC em condigoes de exigéncia funcional em diferentes periodos de tempo. A neuroplasticidade
foi investigada em vista dos aspectos morfoquantitativos, tamanho e ntimero total de neurdnios.
Objetivou-se encontrar variagao, ou ndo, no tamanho dos neurdnios, na densidade neuronal, no nimero
de neurénios secundarios a ganglionectomia unilateral do GCC. Alteragdes macroscopicas revelaram
um aumento médio de 8%, 3% e 11% em comprimento, largura e espessura para os ganglios operados
no grupo I. Para o grupo Il encontraram-se aumentos em 4% para comprimento ¢ largura € 5% em
espessura, enquanto que para o grupo III, 29% de aumento foram encontrados para comprimento, 4%
em largura e 7% em espessura. Os ganglios controle e operados apresentaram diferenca significativa (p
= 0,0001) na densidade neuronal (Nv). Os ganglios operados apresentaram diminui¢do na densidade
neuronal em média de 89% para o grupo 1, 65% para o grupo II e 47% para o grupo III. Esta reducao

reflete a distribuicao heterogénea dos neurdnios no ganglio operado. Um aumento no volume neuronal
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global foi significativamente detectado (p = 0,0001), o ganglio operado apresentou aumentos médioé de
13% para o grupo I, 24% para o grupo II e 29% para o grupo III, sugestivo de maior exigéncia funcional
em resposta a ganglionectomia. O numero total de neurdnios apresentou diferengas significativas (p =
0,0514) e dois efeitos distinto nos ganglios operados. No grupo I observou-se um aumento de 3% no
numero total de neurdnios enquanto que uma redugdo foi determinada para os grupos II (8%) e III
(20%). A avaliagdo global dos resultados leva-nos a inferir duas hipdteses associadas e consecutivas: 1)
a hipertrofia neuronal estaria associada a um mecanismo compensatorio para a re-inervacao
contralateral sendo que a maior exigéncia funcional poderia levar estes neurdnios a morte, seguido de
hipertrofia de tecido ndo-neuronal cicatricial refletido na diminuicdo da densidade neuronal; 2) a
hipertrofia neuronal estaria associada a um mecanismo compensatorio a morte celular determinada pela
maior exigéncia funcional. As alteragdes quantitativas principais secundarias a ganglionectomia
unilateral do GCC no ganglio remanescente estdo associadas a: perda significativa no nimero total de

neur6nios a partir da 8 semana de evolugdo da doenca, perda significativa na densidade neuronal a

partir da 8" semana e aumento significativo na 4rea e volume neuronal.

Palavras chave: Ganglio Cervical Cranial. Ganglionectomia. Estereologia. Perda neuronal.

Sindrome de Horner.



Fioretto, E.T. B :

ABSTRACT

FIORETTO, Neuronal number increase followed by neuronal hypertrophy may be a compensation
mechanism for neuronal loss as a result of unilateral remotion of cranial cervical ganglion in sheep.
[Aumento no numero de neurbnios seguido de hipertrofia neuronal pode ser mecanismo de
compensacdo para perda neuronal resultante da remoc@o unilateral do ganglio cervical cranial em
ovinos]. 2006. 102 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2006.

The sympathetic nervous system is briefly described in veterinary anatomy text-books and there is little
information so far concerning its function in large mammal species. The current concept of the structure
and function of the sympathetic ganglia is derived from studies on the cranial cervical ganglia (CCG)
carried out in laboratory animals due to very attractive characteristics of CCG in these species such as
large size, accessibility and multiplicity of target organs. The CCG unilateral ganglionectomy caused a
pathological condition associated with Horner’s syndrome which includes anisocoria, enophtalmos,
ptosis and increase in the temperature of ear as a result of peripheral vasodilatation. Using stereology-
designed methods, we aimed to study CCG neuroplasticity under experimental functional overloading
along distinct periods of time. Neuroplasticity was investigated according to morphoquantitative aspects,
mostly size and total number of neurons. We wanted to find out whether or not neuron size, numerical
density and nerve cell numbers would vary as a result of CCG ganglionectomy. Gross anatomic
differences were considered to the increase in the operated ganglia, means of 8%, 3% and 11% for
length, width and thickness, respetively in the group 1. For group II it was encountered means increases
of 4% for length and width and 5% in thickness. Group III showed means values of 29% increase in
length, 4% in width and 7% in thickness. Control and operated sheep CCG revealed significant
difference (p=0.0001) in the neuronal density (Nv). The operated ganglia revealed reduction in the
neuronal density of 89% for group I, 65% for group II and 47% for group III. This reduction in the

operated ganglia reflects its inhomogeneous distribution of neurons. An increase in the global neuronal
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volume was significantly detected (p=0.0001), the operated ganglia showed increases in the means of
13% for group I, 24% for group II and 29% for group III, suggesting a functional overload response for
the unilateral ganglionectomy. The total number of neurons presented significant differences (p =
0.0514) and two distinct effects in the operated ganglia. In the group I, an increase of 3% was
encountered meanwhile reduction in the total number was associated to groups II (8%) and group III
(20%). An overlook of the results suggests two consecutive and associated hypotheses: 1) the
hypertrophy of neurons would be associated to a compensatory mechanism for contralateral re-
innervation although the functional overload would drive these neurons to cellular death, followed by
hypertrophy of non-neuronal tissue as reflected in the neuronal density; 2) the neuronal hypertrophy
would be associated to a compensatory mechanism to cellular death caused by the functional overload

The main quantitative changes in the remaining ganglia are: Significant loss in the total number of
neurons from the 8" week of evoloution of the disease; ~ Significant decrease in the numerical density

(Nv) from the 8" week and significant increase in both neuron area and neuron volume.

Key words: Cranial Cervical Ganglion. Ganglionectomy. Stereological design. Neuronal loss.

Horner’s syndrome.
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Fotomacrografias seqiienciais representando as etapas da ganglionectomia
unilateral esquerda do GCC (ganglio cervical cranial) de um ovino. Em A
observa-se o posicionamento da cabe¢a do animal. Em B visualiza-se a
incisdao ventrolateral. Em C observamos o osso epihidide (seta branca). Em

D representa-se 0 momento de extracdo do gecc (seta cheia)........cocceevvenneennnn.

Fotografia do plano nasal de um ovino ilustrando a auséncia da sudorese no
hemi-plano nasal esquerdo (cabecas de setas cheias) apds a ganglionectomia
unilateral do GCC (ganglio cervical cranial) enquanto no hemi-plano nasal

direito observa-se o aspecto brilhante da sudorese (cabecas de setas vazias). ...

Fotografia da face de um ovino demonstrando a ptose da palpebra superior
(trago) presente apos a ganglionectomia unilateral do GCC (ganglio cervical
cranial). posicionaram-se dois tragos (amarelos - dois centimetros) idénticos
entre 0s pontos mais concavos da mucosa palpebral superior e inferior em
ambos os olhos. Observa-se a diferenca de altura da palpebra superior
esquerda para o traco em comparacdo a direita, caracterizando a ptose no

O1h0 ESQUETAO. ....evieieiieciee ettt e e e

Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado apds a ganglionectomia unilateral (controle)
do grupo I. Nesta montagem observa-se que a sec¢ao referencia (A) estd sob
a look-up (B). Setas pretas indicam neur6nios que estavam presentes na
sec¢ao de referéncia e desapareceram na look-up, ao passo que setas brancas
indicam neurdnios presentes nas duas seccdes. Nota-se que a altura do
disector ¢ de 12um. Observa-se distribuigdo homogénea dos neurdnios no
ganglio controle. Técnica de coloragdo: azul de toluidina. Escala de barra:

Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado duas semanas (grupo I) apds ganglionectomia
unilateral (operado). Nesta montagem observa-se que a secgdo referencia
(A) esta sob a look-up (B). Setas pretas indicam neurdnios que estavam
presentes na sec¢do de referéncia e desapareceram na look-up, ao passo que
setas brancas indicam neur6nios presentes nas duas sec¢des. Nota-se que a
altura do disector é de 12um. Observa-se distribuicdo heterogénea dos
neurdénios no ganglio operado. Técnica de coloracdo: azul de toluidina.

Escala de barra: 25 [M ......c.oooiieiiiiiiciieeceeee et

Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado apods a ganglionectomia unilateral (controle)
do grupo II. Nesta montagem observa-se que a sec¢do referencia (A) estd
sob a look-up (B). Setas pretas indicam neurdnios que estavam presentes na
seccdo de referéncia e desapareceram na look-up, ao passo que setas brancas
indicam neur6nios presentes nas duas sec¢des. Nota-se que a altura do

.61
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disector ¢ de 12pum. Observa-se distribui¢do homogénea dos neurdnios no
ganglio controle. Técnica de coloragdo: azul de toluidina. Escala de barra:

Figura 7 — Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado sete semanas (grupo II) apds ganglionectomia
unilateral (operado). Nesta montagem observa-se que a seccdo referencia
(A) esta sob a look-up (B). Setas pretas indicam neurdnios que estavam
presentes na secc¢ao de referéncia e desapareceram na look-up, ao passo que
setas brancas indicam neuronios presentes nas duas sec¢des. Nota-se que a
altura do disector ¢ de 12um. Observa-se distribuicdo heterogénea dos
neurdnios no ganglio operado. Técnica de coloragdo: azul de toluidina.
Escala de barra: 25 [ .......coooiiiiiiiiiiiece e 70

Figura 8 — Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado apds a ganglionectomia unilateral (controle)
do grupo III. Nesta montagem observa-se que a sec¢do referencia (A) esta
sob a look-up (B). Setas pretas indicam neurdnios que estavam presentes na
seccao de referéncia e desapareceram na look-up, ao passo que setas brancas
indicam neur6nios presentes nas duas sec¢des. Nota-se que a altura do
disector ¢ de 12pum. Observa-se distribuig¢do homogénea dos neurdnios no
ganglio controle. Técnica de coloragdo: azul de toluidina. Escala de barra:

Figura 9 — Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado doze semanas (grupo III) apods
ganglionectomia unilateral (operado). Nesta montagem observa-se que a
seccao referencia (A) esta sob a look-up (B). Setas pretas indicam neuronios
que estavam presentes na sec¢ao de referéncia e desapareceram na look-up,
ao passo que setas brancas indicam neur6nios presentes nas duas secgdes.
Nota-se que a altura do disector ¢ de 12pm. Observa-se distribui¢do
heterogénea dos neurdnios no ganglio operado. Técnica de coloragdo: azul
de toluidina. Escala de barra: 25 Jm .....cccooeiiiiiiiiiiiiieee e 72

Graficol— Grafico descreve as estimativas das médias individuais para a é4rea do
nucleo (um?), area do corpo celular (um?), volume neuronal (pm®), Nv
(neur6nios.mm3) e N (numero total de neurdnios) no ganglio cervical
cranial (GCC) de ovinos avaliados em trés diferentes periodos pos-
operatorios: 2 semanas (gl); 7 semanas (gIl) e 12 semanas (gIII). Circulos
(o) representam estimativas individuais e barras horizontais (-) assinalam
médias dentro de cada grupo de acordo com o tratamento empregado:
controle e operado, SA0 Paulo — 20006 ...........cccveeiiiiiiieniiieieerieeie e 80
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1 INTRODUCAQO

Classicamente o Sistema Nervoso Autonomo (SNA) ¢ definido como um sistema
eferente de transmissdo de impulsos do Sistema Nervoso Central (SNC) aos oOrgdos
periféricos, sendo constituido por um arranjo extenso de ganglios e nervos, sendo estes
ganglios classificados segundo sua localizagdo anatomica em paravertebral, pré-vertebral,
paravisceral e intramural. Os ganglios paravertebrais arranjam-se em duas cadeias simpaticas
dispostas em ambos os lados da coluna vertebral e comunicam-se com o SNC via ramos
comunicantes brancos conectando-se a medula espinhal (BAKEWELL, 1995; GABELLA,
2004).

Os efeitos do SNA vinculam-se ao controle do ritmo cardiaco, constri¢ao e dilatagao de
vasos sanguineos, contracdo e relaxamento de musculatura lisa de varios 6rgaos, acomodagao
visual, regulagem das secre¢des exdcrinas e endocrinas do corpo entre outras. Os nervos
auténomos compdem-se por fibras eferentes e aferentes. Reporta-se a existéncia de fibras
autoénomas aferentes, ou seja, responsaveis pela transmissdo dos impulsos da periferia para o
SNC, relacionadas a mediacdo da sensacdo de algumas visceras, a regulacdo vasomotora e
aos reflexos respiratorios, tais como, os baro e quimioreceptores no seio carotideo e no arco
adrtico (BAKEWELL, 1995).

Quanto ao papel fisiologico, reporta-se que, os ganglios simpaticos representam locais
de interacdo sinaptica, ndo sendo apenas estagdes simples de retransmissdao, mas locais de
convergéncia, facilitagdo e inibicdo de impulsos nervosos (ECCLES, 1935; MATTHEWS,
1983).

No pescogo, o tronco simpatico cervical situa-se dorsalmente ao nervo vago e proximo

a artéria cardtida comum, ventralmente ao processo transverso e musculos pré-vertebrais.
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Destacam-se dois géanglios: ganglio cervical superior (GCS) ou cervical cranial (GCCj e
ganglio cervical inferior, geralmente fusionado aos primeiros ganglios toracicos (ganglio
estrelado). As vezes um ganglio mediano pode estar presente (BALJET; DRUKKER, 1979;
HEDGER; WEBBER, 1976).

O conhecimento atual sobre a estrutura e fun¢do dos ganglios simpaticos ¢ derivado
principalmente de estudos histofisioldgicos realizados nos ganglios cervicais craniais (GCC)
em animais de laboratorio devido ao seu grande tamanho, facilidade de acesso nestes animais
e multiplicidade de seus oOrgdos alvos. Este ganglio tem sido escolhido devido a sua
populagdo celular distinta e fungdes bem definidas (DAIL; BARTON, 1983; FLEET; BELL,
1991).

Estudos relacionados a topografia funcional reportam que o GCC apresenta populacdes
de neurdnios especificamente direcionadas a inervagdo da pineal, iris, membrana nictante,
musculo de Miiller, glandula submandibular, tiredide, lingua, mucosa oral, pele da face, pele
da orelha e pele do pescoco (FLEET; BELL, 1991).

Além da abordagem sobre a popula¢do de neurénios do GCC, a microvascularizagao
foi também investigada. As observagdes microscopicas revelaram que o GCC recebe sangue
arterial proveniente de duas a trés pequenas artérias do lado mediano da artéria carotida
externa e pequenos ramos da artéria cardtida comum. Outros estudos a respeito da
microvascularizagcdo de ganglios simpaticos mostraram, em ratos senis € jovens, uma relacao
constante entre neurdnios ¢ micro vasos no GCC (BAKER et al., 1989; CHUNHABUNDIT
etal., 1993).

Relatos da interacdo do GCC e seu territorio alvo demonstram controle sobre a
mineralizacdo 6ssea. O metabolismo 6sseo ¢ dependente das linhagens osteoblasticas e
osteoclasticas, sendo esta ultima célula a principal responsavel pela sintese e degradacao do
ostedide e subseqliente desmineralizagdo sofrendo influéncia de varios fatores locais ou

sist€émico sendo o sistema nervoso autonomo um de seus fatores reguladores. O efeito da
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ganglionectomia cervical unilateral em ratos sob a mineralizacdo Ossea e na densidade .da
mandibula foi investigada demonstrando-se relagdo entre a simpatectomia deste ginglio e
alteracdes qualitativas na modelagem e remodelagem do osso. (APPENZELLER, 1990;
LADZIESKY et al., 2000)

Com relagdo a simpatectomia do ganglio cervical cranial (GCC), Soinila e Eranko
(1983) afirmam que o GCC ¢ um 6rgdo simétrico permitindo-se submeter um dos ganglios a
experimento enquanto o contra lateral pode ser mantido como controle.

Em estudo estereologico da substancia negra em humanos, o nimero total de neuronios
melanina-positivos e negativos foram estimados em 28 homens com idade entre 19 e 92 anos
por meio do emprego de "disector" Optico. Encontrou-se significativo decréscimo no nimero
total de neur6nios melanina-positivos em funcdo da idade, em contrapartida, considerou-se
um achado inesperado a verificacdo do aumento de tamanho dos neurdnios contendo
melanina. Apesar de a literatura reportar a hipertrofia neuronal estando relacionada a um
efeito do envelhecimento, ligado a degeneragdo e necrose da propria célula, os autores ndo
descartam a possibilidade de a hipertrofia de algumas células nervosas estarem associados a
um mecanismo compensatorio da perda neuronal adjacente, uma vez que o déficit-motor
comumente observado em idosos apresentar-se de natureza mais limitada em comparagdo
com a quantidade de tecido neuronal perdido (CABELLO et al., 2002).

Alteragdes associadas a regido cervical podem desencadear disfuncdes simpéticas
generalizadas com a participagdo direta ou indireta do GCC em mamiferos humanos e nao
humanos. A ganglionectomia do GCC ¢ uma técnica cirlrgica capaz de mimetizar sindromes
na propositura de modelos para estuda-las.

Uma disfuncao especifica ¢ a Sindrome de Horner representada por um grupo de sinais
clinicos resultante na alteracdo da inervagdo simpatica do olho e estruturas adjacentes. Estes
sinais incluem anisocoria, enoftalmia e protrusao de terceira palpebra, ptose ¢ aumento da

temperatura da face como resultado da vasodilatagdo periférica. Ha relatos desta sindrome em
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cdes da raga Golden Retriever, entretanto os autores nao confirmam haver uma maior

predisposicao racial. Nao obstante, encontram-se relatos da sindrome de Horner em humanos
causada por tumores benigno e maligno, representando 60% de casos. Outra condigdo
associada a esta sindrome sdo as hemorragias que impedem a provisdo vascular ao GCC
(BELL et al., 2001; BOYDELL, 1995; SKARDA et al., 1985).

A espécie ovina foi contemplada neste projeto, pois sua criagdo no estado de Sdo Paulo
tem apresentado amplo desenvolvimento na exploragdo agroindustrial havendo, portanto,
grande interesse no melhor entendimento do manejo produtivo e clinico dos animais. Apesar
dos inumeros estudos realizados nesta espécie, ndo sdo encontrados artigos detalhados
descrevendo a inervagao simpatica de estruturas cefélicas. O GCC foi descrito em animais de
laboratério como uma estrutura com amplo sitio de inervacdo simpdatica na cabecga e
conhecido envolvimento no controle de varios 6rgaos. O conhecimento do niimero total de
neurdnios, sua plasticidade e distribuicdo ao longo do 6rgdo e sob condi¢des de sobrecarga
metabolica proverdo bases morfologicas para futuras pesquisas comparativas em
neuroanatomia, neurofisiologia, neuroendocrinologia, além de promover dados substanciais
para a neurologia clinica em animais de produgao.

Portanto, este estudo visa estabelecer pardmetros macro e microestruturais do GCC na
espécie ovina, bem como estimar o tamanho e o nimero total de neurdnios no GCC em
animais submetidos a sobrecarga funcional, determinada pela ganglionectomia unilateral, e
correlaciond-los aos achados neuroclinicos visando fornecer subsidios a Neurologia
Veterinaria, especialmente no que tange ao diagnostico e tratamento das simpatopatias como

a sindrome de Horner.
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2 OBJETIVOS

Neste estudo, a simpatectomia unilateral do ginglio cervical cranial (GCC) avaliara
comparativamente possiveis alteracdes morfoquantitativas decorrentes da ganglionectomia
unilateral com conseqiiente sobrecarga funcional do GCC remanescente, incluindo hipertrofia
neuronal e modificacdo no niimero total de neurdénios ganglionares.

Sendo assim, os seguintes aspectos serdo avaliados comparativamente entre ganglios
controle e tratados:

1) Morfologia geral de neur6nios ganglionares.

2) Organizacdo geral do tecido conjuntivo ganglionar.

3) Densidade neuronal.

4) Numero total dos neurdnios ganglionares.

5)Tamanho dos neurdnios.

A clinica neurolodgica associada a simpatectomia serd investigada visando:

6) O aparecimento de sintomas especificos relacionados a sindrome de Horner.
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3 REVISAO DE LITERATURA

A literatura consultada para embasamento cientifico ¢ discriminada nesta se¢do dividas

em capitulos pertinentes a cada item de relevancia para a conducdo desta pesquisa.

3.1 LOCALIZACAO E DISTRIBUICAO

O sistema nervoso simpatico de ruminantes ¢ escassamente descrito em tratados de
anatomia veterinaria quanto ao seu aspecto funcional. No intuito de prover informagdes para
a exposicdo e¢ exame do sistema nervoso simpatico cervical encontrou-se na literatura
pesquisa realizada sobre a abordagem cirurgica lateral do GCC de ovinos utilizando-se nove
cordeiros castrados (2-3 meses) (APPLETON; WAITES, 1957).

Macroscopicamente, estudos anatomicos foram desenvolvidos em camelos no qual se
demonstrou o0 GCC como uma estrutura bem desenvolvida, com média de 15-20 mm em
comprimento, 4-6 mm em largura e 3 mm de espessura, situado na superficie rostrolateral do
musculo longo do pescoco, ventral ao musculo esterno-mastdideo e recoberto pela glandula
salivar mandibular. Os ramos nervosos do GCC incluiram o nervo cardtico interno que se
dirigia em dire¢do a bula timpanica formando o plexo cardtico interno; o nervo cardtico
externo consistindo em dois ramos que terminavam junto ao seio cardtico € o outro ramo se
unia ao plexo cardtico comum; e o nervo jugular, junto com algumas fibras que conectava o
ganglio ao glossofaringeo, vago, hipoglosso e primeiro nervos cervicais (SHENG et al.,
1988).

Estudos em ratos, cdes, felinos e eqiiinos afirmaram que o GCC apresentava aparéncia
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fusiforme situado dorsal a bifurcagdo da artéria cardtida. Foram observadas algumas ﬁb.ras

nervosas deixando o ganglio e seguindo a artéria cardtida interna e a artéria cardtida externa

(CASTRO, 2001; DE ABREU, 2002; FIORETTO, 2002; HEDGER; WEBER, 1976).

O GCC situava-se profundamente a bula timpanica e nervos cranianos IX, X, XI e XII.
A maioria dos ramos ganglionares se ramifica ao deixar o GCC enviando ramos para as
artérias cardtida externa e interna, para o ganglio vagal inferior, o nervo laringeo superior e
para os nervos cervicais, além de prover os ramos cardiacos e tiredideos. Em humanos,
anormalidades simpdticas funcionais a partir de injurias no nervo de laringeo superior durante
cirurgia da tiroide foram descritas. Nao obstante, uma complexa arborizacdo ¢ descrita em
humanos e estd presente entre o ganglio cervical inferior do nervo vago e o GCC
(BRAUEUCKER, 1923; CANNIZZARO et al., 1991; FICK, 1926; HOFFMAN, 1957,
SIWE, 1931; STROMBERG, 1993; ZERILLI et al., 1994).

Historicamente o GCC tem sido objeto de estudo, pois ¢ usado como modelo de
investigacdo de problemas neurobioldgicos. Por meio da implantacdo de neurotracadores em
ratos foram estudadas as caracteristicas das fibras pos-ganglionares do GCC projetada as
glandulas submandibular, olhos e gldndula pineal. Nas dreas medianas do ganglio os corpos
de neurdnios que se projetavam a glandula submandibular eram maiores, os projetados ao
olho eram menores e a glandula pineal tinham tamanho intermediério. Os neur6nios que se
projetavam a glandula submandibular foram achados ao longo do ganglio, enquanto foram
localizadas populagdes que se projetavam ao olho e pineal apenas nos quadrantes rostrais
(LUEBKE; WRIGHT, 1992).

Quanto ao territério de inervagdo foi referido que o ganglio cervical cranial prové
inervagao a pineal por meio do nervo cardtico interno, € para a tirdide e paratiredide pelo
nervo carotico externo. Apds ganglionectomia cervical superior acompanhou-se depressao de
LH, FSH, TSH, GH e aumento em ATCH e prolactina. Os autores afirmaram que o GCC por

meio dos nervos caréticos age como caminho paralelo de comunicagdo do cérebro com o



Fioretto, E.T. /m: 31
sistema endocrino (CARDINALI; STERN, 1994; KENNY, 1961). -

A artéria tiredidea superior foi suprida por ramos provindos do GCC, enquanto a
glandula tiredidea foi inervada por um ramo distinto do nervo laringeo externo, assim sendo,
encontram-se muitos relatos do risco de dano nervoso durante o tratamento cirdrgico para
carcinoma da tirdide e durante linfadenectomia cervical, particularmente na inervacdo da
laringe (JONES et al., 1994; SUGENOYA et al., 1993). Outro exemplo da complexidade do
territorio de inervagdo do GCC foi descrito entre 0 mesmo e o nervo vago sendo um exemplo

raro de comunicagdo presente em 113 caddveres de individuos adultos da raga japonesa

(SATO; SATO; 1997).
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3.2 MICROESTRUTURA E ULTRAESTRUTURA

Por meio de estudos realizados em microscopia de luz em diversas espécies como em
caninos, felinos e eqiiinos, descreveu-se que o ganglio cervical cranial (GCC) é composto em
seu interior por agrupamentos de corpos de neurdnios, delimitados por septos de tecido
conjuntivo emitidos pela capsula ganglionar, caracterizando-o como um complexo ganglionar
arranjado em "lojas". No interior do GCC ainda relatou-se a presenca de outras células, tais
como as cé¢lulas intensamente fluorescentes (SIF) ou células contendo granulos, células de
Schwann, fibroblastos, alguns mastocitos e estruturas como fibras mielinicas e amielinicas
(CASTRO, 2001; DE ABREU, 2002; FIORETTO, 2002).

As células contendo granulos presentes no GCC foram examinadas a microscopia de
luz e eletronica. Descreveram-se estas células distribuidas espagadamente, em agrupamentos
pequenos de cerca de 2-5 células envoltos por células satélites e de disposi¢cdo pericapilar.
Evidéncias sugeriram que estas cé¢lulas continham catecolaminas, provavelmente
noradrenalina ou andlogos a dopamina. As células contendo granulos podiam ser
classificadas como inter-neurénios que recebiam impulsos das fibras pré-ganglionares e
transmitiam aos pequenos nervos ao longo do ganglio (WILLIAMS; PALEY, 1969).

Baseado nos critérios morfologicos estabelecidos para sinapses, as células SIF foram
consideradas como poés-sinapticas em sinapses do tipo 1 e pré-sinaptica em sinapses do tipo
2, correspondendo-se a sinapses aferente e eferente, respectivamente (MATTHEWS;
RAISMAN, 1969; PAPPAS; WAXMAN, 1972; SIEGRIST et al., 1968; ¢ YOKOTA, 1973).

Experimentos realizados no GCC revelaram a predominancia de sinapses do tipo 2
entre axonios e células SIF, sendo apenas algumas observagdes discriminadas entre dendritos

e cé¢lulas SIF. Sinapses do tipo 1 ocorreram em um nimero pequeno de axénios que também
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continham sinapses do tipo 2. Assim, alguns segmentos de um axd6nio eram pré—sinépticos. as
células SIF e outros segmentos eram pods-sindpticos. Como um Unico axonio formou
predominantemente sinapses tipo 2 com muitas células SIF nos GCC e nodoso afirmou-se
que a direcdo principal de transmissdo foi das células SIF em dire¢do aos axénios (KONDO,
1977).

Duas possiveis explicagdes foram tomadas para a origem dos axdnios reconstruidos no
GCC. Uma de origem extra ganglionar advindas dos axonios no tronco simpatico cervical
que alcangaram o ganglio. Outra de origem intra-ganglionar provindas de axonios colaterais
recorrentes de células ganglionares. A separacdo do tronco pré-ganglionar resultou em
degeneragdo da maioria dos perfis neuronais justapostos as células SIF (MATTHEWS;
OSTBERG, 1973). Entdo, seria possivel que estes axonios originavam-se dos presentes no
tronco pré-ganglionar. Isto sugeriu que alguns axdnios no tronco podem conduzir impulsos
sensitivos das células SIF. Uma interpretacio semelhante tinha sido apresentada apos
resultados obtidos em estudos fisiologicos (RIKER; SZRENIAWSKI, 1959; VOLLE;
KOELLE, 1961).

Experimentos demonstraram que ganglios simpaticos continham dois derivados
adrenérgicos da crista neural: neur6nios principais e pequenas células intensamente
fluorescentes (SIF). Os mecanismos de desenvolvimento responsavel para a geragdo destas
duas células in vivo ndo foram bem determinados. O possivel desenvolvimento e relagdes de
linhagem diferenciando neuronios principais e células SIF foram investigadas sob
microscopia de luz, empregando-se técnicas de fluorescéncia por meio de anticorpos contra
tirosina hidroxilase (TH) e histofluorescéncia a catecolamina, a investigacdo combinou ainda
exames ultraestruturais do GCC em periodo embrionario e pds-natal. Quase todas as células
intensamente fluorescentes observadas foram encontradas justapostas a capilares dentro do
ganglio. Estas células embrionarias intensamente fluorescentes foram maiores do que as

células SIF observadas no pds-natal. Exame ultraestrutural dos ganglios em desenvolvimento
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confirmou que as células contendo numerosas e grandes vesiculas denso-coradas (LDCVS)
era uma caracteristica proeminente dos ganglios que também continham células intensamente
fluorescentes. Além disso, algumas células embrionarias que contém LDCVS eram mitoticas.
Subseqiientemente, células similares as células SIF maduras localizavam-se proximo a vasos
sanguineos onde podiam receber outros sinais como glicocorticoides. Este esquema sugeriu
ser a diferencia¢do de neurdnios principais e células SIF regulada independentemente, e que a
habilidade de células SIF para converter-se em neurdnios principais observada in vitro pode

ndo responder pela geragao de neurdnios in vivo (HALL; LANDIS, 1991).
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3.3 REMOCAO EXPERIMENTAL DE GANGLIOS SIMPATICOS

(GANGLIONECTOMIA E SUAS ALTERACOES)

As técnicas da ganglionectomia unilateral ou bilateral do GCC (géanglio cervical
cranial) sdo aplicadas, em sua maior parte em animais de laboratorio, para estudos da atuagdo
do controle do sistema nervosos autonomo sobre os oOrgdos alvo ou para avaliar o
comportamento do proprio ganglio contralateral remanescente.

A ganglionectomia unilateral do GCC e técnica de "sham operation" foram realizadas
em ratos no intuito de se avaliar os efeitos da divisdo pré-ganglionar do nervo sobre o peso do
ganglio, sobre o volume, o nlimero e a densidade celular de neurdnios principais e células nao
neuronais. A divisdo pré-ganglionar unilateral do nervo causou, no lado esquerdo operado;
uma perda significante de peso e volume do ganglio devido a diminui¢do no nimero de
células ndo neuronais, enquanto nenhuma mudanga significativa aconteceu no ganglio intacto
direito. A ganglionectomia unilateral esquerda causou aumento significativo no peso, no
nimero e densidade das células ndo neuronais no ganglio contralateral, porém o nimero e a
densidade das células de neurdnios principais e as células intensamente fluorescentes ndo
eram afetadas pela operagdo. Os achados sugeriram que o desenvolvimento normal das
células satélites ganglionares requer a presenga normal da inervacdo. Além disso, a
ganglionectomia unilateral induziu maior proliferacdo de células satélite contralateralmente,
possivelmente causando aumento na atividade do ganglio contralateral (SOINILA;
ERANKO, 1983).

Apesar dos numerosos estudos em varias espécies, o papel fisiolégico dos nervos
simpaticos na acomodacao e dindmica do humor aquoso em primatas permanece obscuro. A

ganglionectomia unilateral do ganglio cervical cranial no macaco induziu parcial, mas nao
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completa denervacdo simpatica ocular avaliada por meio de microscopia eletronica, imuno-
histoquimica (tirosina hidroxilase) e reagcdes de fluorescéncia a catecolamina. Com base em
critérios clinicos, farmacologicos, e morfoldgicos a ganglionectomia diminuiu, mas nado
eliminou uniformemente a inervacdo pds-ganglionar simpatica do olho. Provavelmente
alguns neurdnios do GCC permaneceram no coto proximal do tronco simpatico, ou o olho de
macaco "cynomolgus" recebe inervagdo simpatica adicional do contralateral, ou a por¢do
anterior do olho do macaco "cynomolgus" recebe inervagdo simpatica adicional de fontes
diferentes do ganglio cervical superior (HUBBARD et al., 1999; ROBINSON; KAUFMAN,
1992; TAMM et al., 1997).

Estudos prévios indicaram que a simpatectomia regional do GCC conduziu a alteragdes
qualitativas relacionadas a absorcdo dssea. ApOs a ganglionectomia unilateral, o peso da
mandibula ipsilateral aumentou, e sua densidade mineral diminuiu. Este efeito foi
presumivelmente dependente da privagdo cronica de neurotransmissores adrenérgicos em
nivel local. Resumindo, a modelagdo e remodelagdo 6ssea sdo processos altamente regulados
no esqueleto de mamiferos. A perda do controle deste processo pode conduzir a varias
doengas Osseas (por exemplo, osteogénese imperfeita). Um possivel mecanismo para tal
controle delicado estaria relacionado a inervagdo simpdtica presente em todo peridsteo
(LADZIESKY et al., 2000).

O homotransplante do ganglio pélvico para a parede da bexiga foi realizado em ratos
adultos a fim de investigar a capacidade regenerativa dos neurdnios autdbnomos periféricos
numa eventual perda neuronal buscando testar a habilidade de crescimento dos axonios em
nervos diferentes ou de formar novas sinapses com neurdnios diferentes. O ganglio pélvico
direito transplantado para a bexiga foi avaliado com dois dias, uma semana, cinco semanas,
sete semanas, dois meses € quatro meses apos a cirurgia. Observou-se que o homotransplante
dos neurdnios pélvicos para a bexiga obteve alta taxa de sucesso, em termos de sobrevivéncia

manutencdo da estrutura, crescimento, re-conexao, transmissdao neural além de exibirem
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habilidades regenerativas (GABELLA; UVELLIUS, 1998).

Paresia 6culo-simpatica ou sindrome de Horner ¢ o resultado de qualquer lesdo que
interrompa a neurotransmissdo do hipotdlamo para o olho. A sindrome consiste em miose,
ptose, enoftalmia aparente, anidrose, e dilatacdo vascular ipsilateral a lesdo. A inervacao
simpatica do olho consiste num sistema tri-ordenado. O neurdnio de primeira-ordem
originado nos nucleos podstero-lateral do hipotdlamo. As fibras de segunda-ordem saem da
coluna pelas raizes ventrais de C8, TI, e T2 e ascendem no tronco simpatico. O curso das
fibras segue pelos primeiro ganglio tordcico e cervical inferior que freqiientemente
apresentam-se fundidos formando o ganglio estrelado. Os neurdnios de segunda-ordem
continuam pela alca subclavia, e terminam no GCC. Os neurdnios de terceira-ordem saem do
GCC e ascendem ao longo do curso das artérias carétida interna e externa. Ramos oftalmicos
entram na fissura orbital superior e inervam o musculo elevador da palpebra superior e o
musculo dilatador da pupila (GHAFIR, Y.; ART, T.; LEKEUX, P. 1996; KISCH, 1951).

Entre as possiveis etiologias de sindrome de Horner em pacientes humanos estdo os
tumores malignos (cancer broncogénico, linfoma de Hodkin, cancer de tirdide, sarcoma,
metastases); tumores benignos (Schwannoma, tumor de corpo carotideo, adenoma de tiroide);
vascular (cefaléia, enxaqueca, arterite, dissecag¢do da artéria carotida); infeccioso (Doenga de
Lyme, herpes); traumatico (danos por objetos penetrantes no pescogo, deslocamento da
coluna cervical, trauma ao nascimento); iatrogénico (tubo de toracotomia, acesso venoso
central, tireoidectomia e angiografia da artéria carotida). Com a exce¢do de "bypass" da
artéria corondria e procedimentos que envolvam o rompimento intencional do ganglio
estrelado, a sindrome de Homer ¢ uma complicagdo rara secundéria ao tratamento cirrgico.
A diversidade de resultados fisicos, embora patognomdnicos, pode estar clinicamente oculto
e a persisténcia da paresia Oculo-simpatica poderia ser variavel, ndo obstante, declarou-se que
se faz necessario a observagdo de danos de inervacao simpatica seguidos de disfuncdes do

pescogo (BELL et al., 2001).
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3.4 ESTUDOS MORFOMETRICO E ESTEREOLOGICO

A estimativa do nimero de neur6nios no GCC de ratos foi calculada e processada pelos
métodos de corre¢do de Abercrombie (1946) indicando estabilidade da popula¢do neuronal
no primeiro més (neonatal) em cerca de 35000 neurdnios e de corre¢do de Hendry (1976)
demonstrando aumentos de menos de 20000 a 45000 neurdnios na primeira semana mantidos
até o fim do estudo. Prévios estudos histoquimicos indicaram que havia pequena ou nenhuma
degeneracdo celular durante o 1° més de vida (DAVIES, 1978).

Neuronios e células da glia do GCC de ovinos foram estudados morfometricamente a
microscopia de luz e eletronica. Foram utilizados dois carneiros com cerca de 40 kg e
constatou-se que a area do corpo celular variava entre 165 a 2500 um2 com didmetro
correspondente de 14-56 um e volume celular de 1600 a 93000 um3. A distribuicdo do
tamanho das células apresentou-se de modo uniforme com predomindncia de células
pequenas, ndo havendo variagdes nas diferentes por¢des do ganglio (GABELLA et al., 1988).

O numero total de neurdnios e células da glia em pacientes esquizofrénicos e controle
foram estimados com o emprego de técnicas estereologicas aleatorias e ndo seletivas
("unbiased"): "disector" e "fractionator". Neste estudo, os autores demonstram que as técnicas
estereoldgicas empregadas podem estimar de maneira correta o numero de particulas de
interesse rapidamente e de forma mais acurada em contradicdo as técnicas seletivas
("biased") aplicadas até aquele momento e descritas na literatura (PAKKENBERG;
GUNDERSEN, 1988).

O uso de contagem por meio da técnica estereologica do "fractionator" foi efetuado
para a estimativa do nimero de células de Purkinje a partir do peso cerebelar. Reportou-se

que para a obtencdo da estimativa do niimero total de células de Purkinje ou qualquer outra
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célula dever-se-ia empregar uma amostragem tridimensional, ou seja, pela Veriﬁcaéﬁo
volumétrica. A literatura define que ndo ¢ possivel efetivar-se uma amostragem apenas no
plano bidimensional sem haver a interferéncia ou seletividade ("bias") de alguns parametros
como tamanho da particula, forma, orientagdo no espaco, efeitos do corte e distor¢cdes de
processamento (CRUZ-ORIVE, 1987; GUNDERSEN, 1986; MAYHEW, 1991b). A maior
eficiéncia nos métodos de pares paralelos de cortes ("disector", "fractionator") ja havia sido
previamente discutida, pois sdo métodos independentes de qualquer tipo de seletividade de
parametros ("bias") quanto a forma, tamanho e, ou distribui¢do das particulas (STERIO,
1984; GUNDERSEN, 1986; MAYHEW, 1991b). A relagao do numero total de neurénios em
funcdo do peso cerebelar fora obtido por meio aplicacdo da féormula de regressdo linear
determinada pela equagio N= 68600W"***, pela qual pode-se determinar o numero total de
células de Purkinje em outras espécies conhecendo-se o peso cerebelar, entretanto o autor
afirma a necessidade de reaplicacdo do método em outras espécies (MAYHEW, 1991a).

A hipertrofia neuronal no ganglio pélvico de ratos foi estudada quantitativamente com
base em 250 a 400 seccdes consecutivas com 1 pm de espessura. As secgdes foram
fotografadas e o perfil neuronal foi mensurado. O volume neuronal aumentou em média 83%,
os neurdnios menores diminuiram e os maiores aumentaram (GABELLA et al., 1992).

Estudos morfométricos avaliaram os efeitos da descentralizagdo ou da ganglionectomia
contralateral na hipertrofia do ganglio pélvico induzida por obstrucdo da bexiga urinaria de
ratos. O volume dos neurdnios foi estimado presumindo-se que os neurdnios apresentavam
forma esférica. Os resultados revelaram que a ganglionectomia em si ndo induziu hipertrofia
na bexiga, com havia sido reportado por Gabella et al. (1992). A ganglionectomia do ganglio
pélvico foi seguida de reducdo da inervagdo da bexiga de aproximadamente de 75%
ipsilateral e 25% contralateral. Nao foram observadas evidencias de células nervosas em
divisdo ou degeneracdao e observou-se mitose de células da glia (GABELLA; UVELLIUS,

1993).
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No estudo do homotransplante do ganglio pélvico para a parede da bexiga em ratos
adultos, analisaram-se os resultados no segundo dia, uma semana, trés semanas, cinco
semanas e quatro meses de pos-operatdrio. Em dois dias havia presengca de neurdnios
distendidos com perfil nuclear medindo em tomo de 466 um2 e em trés semanas perfis de
327 um2. Ultraestruturalmente, os neurdnios apresentavam-se idénticos ao grupo controle.
Uma semana ap0s a cirurgia, os neuronios ndo estavam mais distendidos e a maioria tinha
similaridade em tamanho ao grupo controle, porém um pequeno grupo de neurdnios
demonstrava sinais avancados de degenera¢do. Em geral, a arquitetura original do ganglio
manteve-se preservada com dois a quatro meses apds a cirurgia e o neurdpilo foi composto
por inimeros axonios pequenos com aproximadamente 0,3 a 0,9 pm de didmetro. Alteragdes
de regressdo de alguns neurdnios na por¢ao mais profunda do ganglio foram observadas nos
primeiros dias, entretanto, estes mesmos sinais de degeneracdo tomavam-se raros ao longo do
desenvolvimento. O experimento demonstrou sucesso quanto a sobrevivéncia neuronal, a re-
vascularizagdo do ganglio e a manutenc¢do da estrutura neuronal (GABELLA; UVELLIUS,
1998).

Em extenso trabalho de revisdo sobre as técnicas estereologicas uniformemente
aleatorias aplicadas a quantificacdo de neurdnios do ganglio da raiz dorsal e estudo de
tamanho e sobrevivéncia celular definiram que a estimativa do ntimero de células baseia-se
centralmente no principio do "disector" (STERIO, 1984) sendo oOptico ou fisico e para a
amostragem do material pode-se utilizar o método "fractionator". O autor afirma que até o
momento, nenhum estudo foi capaz de demonstrar diferencas antiméricas quanto a
quantificagdo do niumero de neurénios do ganglio dorsal. A escolha de um antimero como
controle de seu contralateral ¢ possivel, visto ser a variagdo antimérica menor que a variacao
entre animais (TANDRUP, 2004).

A estimativa do nimero total de neurénios do GCS foi reportada em trés espécies: o

rato, a capivara ¢ o cavalo. Os resultados obtidos usando o principio do "disector" fisico
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associado ao método de Cavalieri, demonstrou 18.800, 1.520,000 e¢ 3.390.000 neur6nios no

GCS de ratos, capivaras e eqiiinos, respectivamente (RIBEIRO et al., 2004).
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4 MATERIAL E METODOS

O material utilizado e os métodos empregados nesta investigagcdo sdo descritos neste

capitulo.

4.1 MATERIAIS

Nove ovinos, machos com 4 meses de idade e peso médio de 15 kg da raga Santa Inés e
obtidos junto ao plantel particular em associagdo ao Departamento de Cirurgia e
Anestesiologia da Univesidade Estadual Paulista, campus Botucatu, foram utilizados neste
estudo.

Estes animais foram divididos em trés grupos distintos em relacdo ao tempo de
avaliagdo: Grupo I - 3 animais - duas semanas apds o procedimento cirurgico; Grupo II - 3
animais - sete semanas apos o procedimento cirargico e Grupo III - 3 animais - doze semanas

apods o procedimento cirurgico.
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4.2 METODOS

Os métodos empregados nesta investigagdo sdo descritos em itens separados para

melhor compreensao das etapas efetuadas em cada fase pertinente da pesquisa.

4.2.1. Anatomia MacroscoOpica

O estudo macroscopico estd descrito em itens separados visando um melhor

entendimento da pesquisa.

4.2.1.1 Estudo piloto

O estudo piloto foi realizado empregando-se 4 animais, 4 meses de idade, com peso
variando de 14 kg a 17 kg (peso médio 15,5 kg) visando a padronizagdo da técnica cirurgica,
anestésica e pos-operatoria. Uma vez determinada a melhor abordagem cirargica e as terapias

adotou-se como padrdo em todos os grupos subseqiientes.
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4.2.1.2 Técnica Operatoria

Em um primeiro momento, os animais foram submetidos a procedimento anestésico
para a coleta do ganglio cervical cranial (GCC) esquerdo (ganglionectomia unilateral) que
serviu como controle. Depois de duas (grupo I), sete (grupo II) ou doze semanas (grupo III)
apods este primeiro procedimento, os animais foram eutanasiados para a coleta do ganglio
contralateral remanescente que foi identificado nos resultados como ganglio operado.

Como medicagdo pré-anestésica utilizou-se associacdo de Acepromazina 0,2% (0,1
mg/kg) e Tartarato de butorfanol 1% (0,3 mg/kg) aplicados via intramuscular. Aguardado o
tempo de relaxamento do animal procedemos a administragdo intravenosa de Hidrocloridrato
de ketamina 10% e diazepan 0,5% associadas na propor¢do 1:1 perfazendo dose 0,15 ml/kg
como medica¢do de inducdo anestésica. O animal foi entubado, com sonda endotraqueal e a
manuten¢do anestésica promovida com a utilizacdo de Halotano e ventilacao assistida.

A abordagem da regido cervical foi promovida por cuidadosa dissecagdo cirurgica. Para
o estudo macroscopico, optou-se pelo acesso ventro-lateral, sendo a incisdo realizada na pele
desde o 1/3 proximal do ramo da mandibula até a base da orelha externa.

Depois da incisdo da pele, seguiu-se a divulsdo do tecido subcutaneo, expondo o
musculo platisma. Em um plano médio de dissecacdo identificou-se a veia jugular externa,
tecido adiposo e glandula parétida. No plano profundo de dissecagdo, apos o afastamento da
veia jugular externa, foi possivel identificar a bainha carotidea. Acompanhando-se a bainha
carotidea em dire¢ao a porc¢ao proximal do pescogo, proximo a base da orelha, identificou-se
o musculo jugulo-hidide e por¢do final do osso epihidide que recobriam a bainha carotidea.
Promoveu-se entdo a incisdo do musculo e afastamento do osso epihidide, revelando-se o

ganglio cervical cranial (GCC). Apds a coleta, os ganglios foram medidos com base em seu
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eixo longo (comprimento), eixo curto (largura) e eixo de profundidade (espessura) usando.—se
um paquimetro eletronico digital (Digimess®).

A recuperacdo clinica e o periodo pds-operatorio foram conduzidos por meio de
aplicacdo de medicacdo antibidtica, Ampicilina Benzatina 500mg - 20mg/kg - IM por 5 dias,
antiinflamatéria Fluxinin meglumine (Banamine®) - 0,5mg/kg por 3 dias e analgésica

utilizando-se de Dipirona sédica (Vetalgin®) - 5ml - IM por 3 dias. Os animais foram

mantidos em baias para o acompanhamento da evolucao dos sinais clinicos.

4.2.2 Estudo clinico

Os seguintes sinais clinicos forma avaliados, temperatura da face, temperatura de
orelha, ocorréncia de ptose e miose. Quando algum destes sinais clinicos esteve alterado, foi
entdo avaliada a sua intensidade por meio de "+" (cruzes) e o simbolo "N" foi utilizado para
representar o estado normal do animal. A sudorese do plano nasal foi representada por "P"
quando presente e pelo sinal "-" (negativo) quando ausente.

A avaliagdo da ptose foi documentada em um animal por meio da colocacdo, em
programa de computador Photoshop CS®, de duas barras amarelas sobre os olhos direito e
esquerdo estendendo-se do ponto mais concavo da conjuntiva pdlpebra inferior para a
superior. A miose foi avaliada de modo visual em todos os animais. A documentacio
fotografica deste resultado clinico foi realizada em ambiente com baixa luminosidade, uma
vez que a diferenca torna-se pouco perceptivel quando o diametro pupilar ¢ avaliado em
ambiente com luminosidade normal, devido a interferéncia do reflexo pupilar em resposta a
luz ambiente tornando a diferenca no tamanho pupilar quase imperceptivel.

Para a padronizacdo da nomenclatura anatomica das estruturas anatdmicas descritivas

empregou-se, sempre que possivel, os termos preconizados pelo International Committe On
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Veterinary Gross Anatomical Nomenclature (2005) por meio da NoOmina Anatdmica,

Histologica e Embrioldgica Veterinaria.
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4.2.3 Microscopia de luz de cortes semi-finos

Foram feitos dois procedimentos distintos no que tange a fixacdo dos ganglios dos
animais em fung¢do do ato cirargico e suas peculiaridades.

Os ganglios coletados no momento cirtirgico (ganglionectomia) foram fixados por meio
de imersdo em solugdo de glutaraldeido 5% e formoldeido 1% (solugdo de Karnovsky
modificada) em solu¢do tampao cacodilato de sodio (pH 7,4) (0,125M). Os ganglios
coletados apos a eutanasia do animal foram submetidos a lavagem dos circuitos arterial e
venoso com solucdo especifica de lavagem (solucdo de tampdo fosfato salina e heparina a
1%) e perfundidos com solucdo de Karnovsky modificado a temperatura de 15°C utilizando-
se a artéria cardtida comum direita. Depois de retirados do animal, estes ganglios
permaneceram imersos na mesma solucao fixadora.

Para o processamento histoldgico, o material foi lavado em solu¢do tampao cacodilato
de sodio. Os segmentos foram acondicionados em frascos escuros, protegidos da luz e pds-
fixados com solucdo de tetroxido de dsmio 2% (Sigma®) por 90 minutos a temperatura
ambiente. O material sofreu segunda lavagem em tampdo cacodilato de sédio e agua
destilada por trés vezes durante um tempo maximo de trinta minutos e foi contrastado com
solucdo aquosa saturada de acetato de uranila (Reagen®) por 90 minutos a temperatura
ambiente ao abrigo da luz.

A desidratacdo do material foi realizada em série crescente de etandis (50%, 70%, 80%,
90%, 95% durante dez minutos cada) e duas trocas em alcool absoluto durante 10 minutos
cada. Na etapa final da desidratacdo, os espécimes foram imersos em oxido de propileno
(Aldrich®) (duas etapas de cinco minutos cada) e entdo embebidos em solug¢ao de 6xido de

propileno e Resina Araldite 502 (Polyscience Inc®), na propor¢ao 9:1, e mantido sobre
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agitagcdo constante por 10 minutos. O material foi entdo colocado em 6xido de propile.n(.) e
resina araldite (1:1) por 1 hora sob agitagdo constante, seguindo-se a troca de concentragado de
oxido propileno e resina araldite na proporcao (1:9) mantidos sob mesma condi¢do por 12
horas e resina araldite pura por 8 horas. A seguir, o material foi colocado em nova solug¢do
pura de Araldite por 12 horas e finalmente em nova resina pura por 2 a 3 dias em estufa (60°
a 70°C).

Depois da trimagem do bloco, o material foi cortado usando o ultramicrétromo Leica®
Ultracut UCT, com navalha de vidro para a microscopia de luz (2 um) (cortes semi-finos). Os
cortes foram secos em placa térmica (Leica®) e corados com solucdo de azul de toluidina

alcoolica 1 %. A montagem das laminas foi feita com a aplicacdo de camada fina de resina

araldite sob laminula.
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4.2.4 Estudo estereologico

Os métodos quantitativos empregados no estudo estereoldgico sao descritos a seguir.

4.2.4.1 Estimativa do numero total de neuronios ganglionares obtida pelo método

""Physical Fractionator"

O embasamento tedrico no que tange ao método do "Physical Fractionator" pode ser
depreendido a partir de Coggeshall e Lekan (1996), Gundersen et al., (1988); Howard e Reed
(2004), Mayhew (1988), Mayhew (1991b), e Mayhew e Gundersen (1996).

Para o grupo I, os ganglios foram cortados transversalmente formando uma série de
fragmentos que foram considerados sistematicamente, uniforme e aleatoriamente a uma
fragdo (f1=1/2) entre eles. O primeiro fragmento foi seccionado ortogonalmente fornecendo
assim um numero de fragmentos menores que foram novamente escolhidos sistematicamente
examinando-se uma fra¢do determinada (f2=1/2). Os fragmentos selecionados foram
seccionados mais uma vez seguindo-se a mesma regra utilizada e novos fragmentos menores
foram obtidos e selecionados a uma fragdo (f3=1/3). Devido ao extenso nimero de blocos
embebidos obtidos, estabeleceu-se um fracionamento f4 igual a 1/2 e o primeiro bloco foi
escolhido aleatoriamente entre 1 e 2. Posteriormente estabeleceu-se uma quinta fracao f5
igual a 1/150 selecionada para a contagem via “fractionator”.

Para o grupo II aplicou-se os fracionamentos acima descrito, sendo que posteriormente
a fracao f5, numerosas laminas foram obtidas e uma fragao f6 igual a 1/2 foi empregada para

selecionar as laminas que participariam da amostragem. Para o grupo III aplicou-se os
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fracionamentos f1, 2, {3 e 4 descritos para o grupo I.
O procedimento do "physical fractionator" implica na contagem dos perfis neuronais

(Q) (transects), o qual foi obtido por meio da aplicacio do método do disector fisico

(STERIO, 1984) A foérmula do "fractionator" empregada foi:

N = numero total de neurénios ganglionares

Q" = ntimero total de perfis neuronais contados

. f = fracionamentos considerados no esquema de amostragem

A fl,f2,f3 e f4
N=Qxflxf2xf3xf4 ( )
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4.2.4.2 Estimativa da densidade numérica (Nv) pelo método do "Two way physical

Disector"

Para um suporte metodologico vide Howard e Reed (2004), Mayhew e Gundeersen
(1996), Pakkenberg e Gundersen (1988), Pover e Coggeshall (1991).

Para a quantificagdo dos perfis neuronais, os blocos de material pré-selecionados foram
cortados seriadamente com dois micrometros e foram coletados um total de 30 (trinta) cortes
que foram a seguir montados em ldminas cobertas com laminula. A seguir, escolheu-se um
intervalo k = 250 que determina a distdncia entre as "reference-section" e a escolha da
primeira "reference-section" foi determinada sistematica e aleatoriamente entre 1-250.

Duas secgoes idénticas - "reference” e “look up", separadas 12 um entre si foram
analisadas por meio de uma area pré-determinada por um sistema-teste colocado sobre a tela
de um computador. O sistema teste adotado para o ganglio controle contava com seis
quadros com 4979,68 pm® cada, enquanto, o sistema teste aplicado para o ganglio tratado
contava com oito quadros com mesmo tamanho. O sistema teste adotado em ambos os casos
era sobreposto a imagem capturada pelo software de analise de imagem Leica QWin (Leica
Microsystem Imaging Solution Ltd, Cambridge, UK)., na tela de um computador.

Nas duas seccdes analisadas, foram identificados os mesmos neurdnios ganglionares e,
considerando-se apenas uma das sec¢des, no caso a "reference section" foram contados os
neurdnios (Q7) que estavam presentes na mesma € ndo apareciam na outra sec¢ao analisada
(Q-). Para um exemplo numérico, determinou-se aleatoriamente, segundo tabela de nimeros
aleatdrios, que a sec¢ao de numero 17 seria considerada como a primeira "reference-section"
do primeiro "disector", sendo a sua "look up" a sec¢do 23 (destaca-se que a distancia entre a

"reference-section" e a sua "look-up section" era de 12 pm). Como encremento empregou-se
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o método "two-way disector", sendo agora a sec¢do 23 considerada como a "reference
section" e a 17 como a "look-up". O préximo "disector" a ser considerado foi o 267-273,
aplicando-se o intervalo k de maneira sistematica e uniforme até o término do bloco. O
nimero de “disectors” aplicados nos ganglios controle e operados e seus respectivos niumeros

de perfis neuronais (Q°) encontrados para cada animal sdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 — Representacdo do numero de “disectors” e numero total de perfis neuronais
encontrados em cada animal de cada grupo — Sao Paulo, 2006

Grupo
I 11 111
Animais 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Géanglio Disectors | 272 | 240 | 304 | 224 144 128 132 | 252 | 216
Controle  __Q___ | 126 | 115 | 109 § 68 | 37 | 37 ) 50 | 72 | 100
Ganglio Disectors | 252 | 240 168 132 96 96 320 | 384 | 320
Operado Q 161 149 110 70 41 43 49 71 82

O método do "disector" forneceu a densidade numérica que ¢ a razao entre o numero total de
particulas, em nosso caso, neurdnios do GCC, e o volume referencia total e foi determinada

pela formula:

Q- e Q' - quantidade de perfis (transects)

t — altura do “disector”

DU X A, qommmmmmmmmmmmmeem oo ] a — area teste utilizada

t x a — volume de cada “disector”

O coeficiente de erro empregado para o niumero total de neurdnios foi estimado pela
seguinte formula: CE = 1/AY.Q- ¢ o coeficiente de variagio intra-grupo foi expresso pela
formula CV = Desvio padrao / média. A precisdo das estimativas em cada animal ¢ indicada

pelo coeficiente do erro (CE).
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4.2.4.3 Estimativa global do volume neuronal

A estimativa global do volume de cada neurdnio foi obtida pelo n
Principio de Cavalieri (RIBEIRO, et al., 2004). A somatoria das areas seccionas do perfil
neuronal foi multiplicado pela espessura média do corte histologico, ou seja, 2 um
empregando-se a formula V=T x Y A, onde V = volume, T = distancia entre as sec¢oes e
> A = somatoria das areas seccionais. O coeficiente de erro (CE) para a estimativa do volume
neuronal, foi obtido empregando-se a seguinte formula: {(1 /) A) x [1/12x (3A -4B + C)]}
e o coeficiente de varia¢do intra-grupo foi expresso pela formula CV = Desvio padrio /

média. A precisao de estimativas individuais ¢ indicada pelo coeficiente do erro (CE).
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4.2.5 Estudo Morfométrico (Tamanho dos neurdnios ganglionares)

O estudo morfométrico estd apresentado em itens como se segue.

4.2.5.1 Area Seccional do corpo celular e niicleo neuronal

As seccdes seriadas, cada uma com espessura de 2 pm (micrometros) obtidas para a
aplicacao dos métodos estereologicos foram igualmente consideradas para a morfometria.
Adotou-se como inicio a mesma sec¢do de referéncia utilizada para o disector, ou seja, a
seccdo 17, assim aplicou-se um plano de exclusdo tridimensional superior de 2 cortes, no
intuito de aumentar a eficiéncia da amostragem. Deste modo considerou-se o corte 19 para o
inicio dos trabalhos morfométricos. A mesma area teste aplicada anteriormente no método do
"two-way disector" em cada ganglio foi reaplicada neste nivel a fim de se obter os perfis
neuronais que seriam considerados e outros que seriam descartados, respeitando-se as regras
de inclusdo e exclusao.

Os seguintes parametros foram analisados em cada neurdnio ganglionar: Aareas
seccional neuronal e nuclear. Para esta finalidade utilizamos o software de processamento e
analise de imagem Leica® QWin (Leica Microsystem Imaging Solution Ltd, Cambridge,

UK).
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4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os parametros morfoquantitativos, morfométricos (area seccional do corpo celular e do
nucleo) e estereoldgicos (volume neuronal, densidade neuronal e numero total de neurdnios
foram analisados por meio do teste de F (ANOVA “two way cross-classification”). No caso

de valores significativos estes foram submetidos ao teste t de Student (SAS, 2005).
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S RESULTADOS

Os resultados encontrados nesta pesquisa sao discorridos em topicos.

5.1. ANATOMIA MACROSCOPICA E TECNICA CIRURGICA

Nos nove animais submetidos a ganglionectomia unilateral do ganglio cervical cranial
(FIGURA 1), este localizava-se na regido mais proximal do pescogo, ventralmente ao nervo
vago e a artéria carotida interna. Dados referentes a macromorfometria do GCC controle e

operado sdo descritos na Tabela 2.
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Figura 1 — Fotomacrografias seqilienciais representando as etapas da ganglionectomia
unilateral esquerda do GCC (ganglio cervical cranial) de um ovino. Em A
observa-se o posicionamento da cabeca do animal. Em B visualiza-se a incisdo
ventrolateral. Em C observamos o osso epihidide (seta branca). Em D
representa-se 0 momento de extracdo do GCC (seta cheia)

Tabela 2 — Representagdo dos dados macromorfométricos do GCC obtidos durante o ato

cirtrgico e eutanasia, Sdo Paulo — 2006

Ganglio Esquerdo Ganglio Direito
Grupo  Animal (Controle) (Tratado)
Comprimento ; Largura Espessura  Comprimento ; Largura : Espessura

(mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

1 5,57 3,20 2,60 8,58 4,34 2,92

GI 2 6,10 4,21 2,69 7,69 4,22 2,92
3 7,07 4,48 2,39 7,32 3,53 2,42

4 7,11 4,42 3,42 7,41 4,51 3,52

GII 5 7,02 4,27 3,12 7,35 4,73 3,44
6 7,08 4,36 3,36 7,41 4,48 3,48

7 7,94 5,71 3,85 8,00 6,08 4,09

GIII 8 7,13 4,11 3,09 7,67 4,40 3,58
9 7,09 4,36 2,86 7,87 4,23 3,28
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5.2. ANALISE CLINICA

Promoveu-se a andlise da evolucdo do quadro clinico de cada animal de cada grupo
durante o periodo pos-cirurgico conforme previamente descrito em material e métodos. A
analise clinica foi feita durante o periodo pos-cirargico de cada grupo: o grupo I por duas
semanas, o grupo II por 7 semanas e finalmente doze semanas de avaliagdo para o grupo III.
Os sinais clinicos secundarios a ganglionectomia esperados e analisados foram temperaturas
da face e da orelha, sudorese do muflo, presencga de ptose, presenga de miose.

Durante o periodo trans-operatdrio foi possivel observar o aumento na temperatura da
orelha esquerda em todos os animais. O aumento da temperatura foi um sinal clinico
persistente por todas as semanas avaliadas nos amimais dos grupos I e I, duas e sete semanas
respectivamente, nos animais do grupo III (doze semanas) o sinal clinico persistiu até a §*
semana.

O aumento de temperatura da face dos noves ovinos operados demonstrou-se discreta e
persistente por apenas duas semanas, retornando aos patamares normais apds este periodo.
Além da discreta hipertermia da face, ndo se observou aumento da sudorese na face dos
ovinos. O efeito da ganglionectomia unilateral do GCC sobre o controle simpatico da
sudorese foi avaliado através da observagdo de goticulas sob o plano naso-labial dos animais.
A auséncia de sudorese (Figura 2) no plano naso-labial persistiu até a segunda semana nos
animais dos grupos I e III, diferindo dos animais do grupo II, no qual, observou-se a
persisténcia por quatro semanas.

Os sintomas da cirurgia experimental incluiram a presen¢a de miose do lado esquerdo
em todos os animais por 2 semanas. A ptose da palpebra superior (Figura 3) foi observada em

todas as semanas do grupo I, grupo II e dois animais do grupo III. Apenas em um animals do



) AN
Fioretto, E.T. (/‘»9 -61

grupo III observou-se normalidade na posi¢do da palpebra superior a partir da 8* semana.
Assim sendo, os resultados da avaliagdo clinica por grupo sdo representados nas tabelas
2, 3 e 4 sendo grupo I, II e III respectivamente. Ainda foram registrados anisocoria presente

(Figura 2), auséncia de sudorese do nariz (Figura 3).

Figura 2 — Fotografia do plano nasal de um ovino ilustrando a auséncia da sudorese no
hemi-plano nasal esquerdo (cabecas de setas cheias) apos a ganglionectomia
unilateral do GCC (ganglio cervical cranial) enquanto no hemi-plano nasal
direito observa-se o aspecto brilhante da sudorese (cabegas de setas vazias).
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Figura 3 — Fotografia da face de um ovino demonstrando a ptose da palpebra superior (trago)
presente apds a ganglionectomia unilateral do GCC (ganglio cervical cranial).
Posicionaram-se dois tracos (dois centimetros) idénticos entre os pontos mais
concavos da mucosa palpebral superior e inferior em ambos os olhos. Observa-
se a diferenca de altura da palpebra superior esquerda para o trago (cabega de
seta) em comparagao a direita, caracterizando a ptose no olho esquerdo.
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Tabela 3 — Representacao dos dados obtidos de observagao clinica para a grupo I durante o
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Tabela 4 — Representacdo dos dados obtidos de observagdo clinica para a grupo Il durante o
periodo pds cirtrgico, Sdo Paulo, 2006
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Tabela 5 — Representacdo dos dados obtidos de observagdo clinica para a grupo III durante o
periodo pds cirtrgico, Sdo Paulo, 2006
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5.3. MICROESTRUTURA

A andlise qualitativa da microestrutura do GCS direito (controle) e esquerdo (pos
ganglionectomia) revelaram arranjos estruturais distintos entre os antimeros. Assim,
observouse que enquanto no ganglio controle os neurdnios apresentavam uma distribui¢cdo
homogénea, o ganglio tratado (direito) apresentou uma distribuicdo mais heterogénea, sendo
possivel identificar agrupamentos de neurdnios delimitados e separados por tecido conjuntivo

notoriamente mais desenvolvido que do ganglio controle (Figuras 4, 5, 6, 7, 8 ¢ 9).
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Figura 4 — Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado apods a ganglionectomia unilateral (controle) do
grupo I. Nesta montagem observa-se que a seccdo referencia (A) estd sob a
look-up (B). Setas pretas indicam neurdnios que estavam presentes na sec¢ao
de referéncia e desapareceram na look-up, ao passo que setas brancas indicam
neurdnios presentes nas duas secgdes. Nota-se que a altura do disector ¢ de
12um. Observa-se distribuicdo homogénea dos neurdénios no ganglio controle
Técnica de coloragao: Azul de Toluidina. Escala de barra: 25 pm
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Grupo I - Ganglio Operado

3 %

Figura 5 — Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado duas semanas (grupo I) apos ganglionectomia
unilateral (operado). Nesta montagem observa-se que a secgdo referencia (A)
esta sob a look-up (B). Setas pretas indicam neurdnios que estavam presentes
na seccdo de referéncia e desapareceram na look-up, ao passo que setas brancas
indicam neurdnios presentes nas duas secg¢des. Nota-se que a altura do disector
¢ de 12um. Observa-se distribuicdo heterogénea dos neurdnios no ganglio
operado. Técnica de coloracdo: Azul de Toluidina. Escala de barra: 25 um
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Grupo II - Génglio Controle

Figura 6 — Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado apds a ganglionectomia unilateral (controle) do
grupo II. Nesta montagem observa-se que a seccao referencia (A) esta sob a
look-up (B). Setas pretas indicam neurdnios que estavam presentes na sec¢ao
de referéncia e desapareceram na look-up, ao passo que setas brancas indicam
neurdnios presentes nas duas secgdes. Nota-se que a altura do disector ¢ de
12um. Observa-se distribuigdo homogénea dos neuronios no ganglio controle
Técnica de coloragdo: Azul de Toluidina. Escala de barra: 25 pm
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Grupo II - Ginglio Operado

Figura 7 — Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado sete semanas (grupo II) ap6s ganglionectomia
unilateral (operado). Nesta montagem observa-se que a sec¢ao referencia (A)
estd sob a look-up (B). Setas pretas indicam neuronios que estavam presentes
na sec¢ao de referéncia e desapareceram na look-up, ao passo que setas brancas
indicam neurdnios presentes nas duas sec¢des. Nota-se que a altura do disector
¢ de 12um. Observa-se distribuicdo heterogénea dos neurdnios no ganglio
operado. Técnica de coloragdo: Azul de Toluidina. Escala de barra: 25 um
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Grupo III - Génglio Controle

Figura 8 — Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado apds a ganglionectomia unilateral (controle) do
grupo III. Nesta montagem observa-se que a sec¢ao referencia (A) estd sob a
look-up (B). Setas pretas indicam neurdnios que estavam presentes na sec¢ao
de referéncia e desapareceram na look-up, ao passo que setas brancas indicam
neurdnios presentes nas duas secgdes. Nota-se que a altura do disector ¢ de
12um. Observa-se distribuigdo homogénea dos neuroénios no ganglio controle
Técnica de coloragdo: Azul de Toluidina. Escala de barra: 25 pm
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Grupo III - Ganglio Operado

Figura 9 — Fotomicrografias ilustrando um disector aplicado no GCC (ganglio cervical
cranial) de um ovino avaliado doze semanas (grupo III) ap6s ganglionectomia
unilateral (operado). Nesta montagem observa-se que a secgdo referencia (A)
esta sob a look-up (B). Setas pretas indicam neurdnios que estavam presentes
na seccdo de referéncia e desapareceram na look-up, ao passo que setas brancas
indicam neurdnios presentes nas duas secg¢des. Nota-se que a altura do disector
¢ de 12um. Observa-se distribuicdo heterogénea dos neurdnios no ganglio
operado. Técnica de coloracdo: Azul de Toluidina. Escala de barra: 25 um
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5.4 ESTUDO ESTEREOLOGICO

Os resultados encontrados no estudo estereologico sdo descritos em itens a seguir.

5.4.1 Densidade neuronal e nimero total de neurdnios

A densidade neuronal (nimero de neurdnios mm™) apresentou variagdo entre 4.781 a
7.747 para o ganglio controle do grupo I, enquanto que para o ganglio operado encontramos
valores entre 2.562 a 4.288. Para o grupo II, valores entre 7.147 e 8.874 foram encontrados
no ganglio controle e entre 4.299 e 5.080 no ganglio operado. O grupo III revelou niimeros de
10.389 a 10.957 e entre 6.000 a 8.018 para ganglios controle e operado, respectivamente.

A analise estatistica entre os grupos I, II e III realizada por meio do Teste F (ANOVA
“two way cross-classification”) demonstrou haver diferenca significativa, (p = 0,0001), do
efeito do tratamento dentro de cada grupo. A seguir, o Test t de Student revelou efeitos
significativos para o grupo I (duas semanas) (p = 0,0031). Para o grupo II encontrou-se (p =
0,0025) e para o grupo III (p = 0,0015). Adicionalmente, o teste F detectou diferenca
significativa para o efeito semana (p = 0,0016) entre os grupos. Mais especificamente, o teste
t de Student demonstrou haver diferenca significativa (p = 0,0019) para este mesmo efeito
nos ganglios controle entre a 2% ¢ a 12% semana e entre a 7* ¢ a 12* semana (p = 0,0143). Os
ganglios operados sofreram efeitos significativos entre a 2* ¢ a 12* semana (p = 0,0012) e
entre a 7 e a 12% semana (p = 0,0107).

O ntimero total de neuronios no GCC de ovinos estimado para o grupo I foi de 180.000

a 360.000 no ganglio controle e entre 176.400 a 295.200 no ganglio operado. Para o grupo II,
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entre 266.400 a 489.600 foram obtidos para o ganglio operado. O grupo III apresentou
valores entre 330.000 a 483.000 para o ganglio controle e entre 327.000 a 378.000 para o
ganglio operado. A densidade neuronal (Nv) e o numero total de neurdnios (N) calculados de
cada animal e as médias dos grupos estdo representadas na tabela 6 e representados no
gréfico 1.

A metanalise entre os grupos I, II e III por meio do Teste F (ANOVA “two way cross-
classification”) demonstrou haver efeito significativo (p = 0,0514) dentro de cada grupo. Em
continuidade o teste t de Student demonstrou que o efeito do tratamento ocorreu mais
especificamente no grupo III (12 semanas) (p = 0,0166).

Nao foram observados efeitos significativos da semana (p = 0,3835) bem como da
interagdo semana e tratamento (p = 0.0995) nos trés grupos de estudo.

Estimativas das médias individuais de densidade neuronal (Nv) e nimero total de

neurdnios (N) bem como suas respectivas médias e coeficientes de variagdo sdo apresentados

na tabela 7 e grafico 1.

5.4.2 Estimativa global do volume neuronal

A estimativa do volume celular dos neurénios apresentou valores entre 1.546,0 pm® a
19.840,8 pm’ e entre 1.631,5 pm’ a 32.741,8 um’ para os ginglios controle ¢ operado do
grupo I, respectivamente. Para o grupo II foram encontrados valores de 1.506.7 pm’ a
25.938,8 um’ para o ganglio controle e entre 1.538,5 pm’® a 24.537,1 um’ para o ginglio
operado. Valores entre 1.545,6 um3 a 32.462,5 um3 e entre 1.516,6 um3 a 29.923,9 um3
foram calculados para os ganglios controle e tratado do grupo III, respectivamente. Os

valores médios do volume celular em cada animal assim como as médias e coeficientes de
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variagdo intra-grupos sdo descritos na tabela 6 e representados no grafico 1. N

A analise estatistica entre os grupos I, II e III conduzida por meio do Teste F (ANOVA
“two way cross-classification”) demonstrou diferenc¢a significativa (p < 0,0001), quanto ao
efeito do tratamento, ou seja, diferenga entre controle e operado dentro de cada grupo. Em
continuidade o Test t de Student revelou significdncia para o tratamento no grupo I (duas
semanas) (p = 0,0215). Para o grupo II encontrou-se (p = 0,0091) e para o grupo III, (p =
0,0013). O teste F ndo detectou diferenca significativa para o efeito semana entre os ganglios
controle e operado isoladamente. No entanto, o teste t de Student demonstrou haver diferencga

significativa (p = 0,0415), para este efeito sobre os ganglios operados entre a 7* ¢ a 12*

s€émanas.
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5.5 ESTUDO MORFOMETRICO

A seguir sdo descritos as estimativas dos pardmetros morfométricos avaliados.

5.5.1 Area seccional do nucleo neuronal

No grupo I a area seccional do niicleo variou de 40,3um” a 261,5 pm? para o ganglio
controle ¢ 23,5 pm? a 304,6 um” para o ganglio operado. A area do nucleo neuronal para o
grupo II variou de 17,8 pm” a 228,5 pm® e de 27,0 pm? a 235,7 um?, respectivamente para os
ganglios controle e operados, enquanto que para o grupo III encontraram-se valores entre
24,6 um” e 201,2 pm? para o ganglio controle e entre 30,8 pm” e 215,8 um?” para o ginglio
operado. A média dos valores de areas do nucleo de cada animal e dos grupos sdo descritos
na tabela 5 e representados no grafico 1.

A comparagdo entre os grupos I, II e III avaliados pelo método estatistico, Teste F
(ANOVA “two way cross-classification”) demonstrou ndo haver diferenca significativa
quanto ao efeito do tratamento, ou seja, diferenca entre controle e operado dentro de cada
grupo; e ainda ndo houve diferenca significativa no efeito das semanas tanto nos ganglios
controle como operados, ou seja, ndo se encontrou variagdo significativa nos resultados
destes ganglios nas diferentes semanas avaliadas. De igual forma, nao houve efeito

significativo da interacdo semana e tratamento em todos os grupos de estudo.
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5.5.2 Area seccional do corpo celular neuronal

A estimativa da area do corpo celular do ganglio controle do grupo I variou entre 169,5
um? e 1.172,2 um® e entre 116,2 pum® e 1.782,5 pm® para o ganglio operado. O grupo II
apresentou valores de 1289 umz a 14784 umz e entre 155,3 umz e 1.580,2 ],Lm2 para os
ganglios controle e operado, respectivamente. Ja para o grupo III a variagdo foi de 119,1 pm®
a 1.715,1 um® para o ginglio controle ¢ entre 185,9 pm® e 2.040,5 pm’ para o ganglio
operado. As médias dos valores das areas seccionais neuronal e nuclear em cada animal,
assim como, as médias e os coeficientes de variacdo intra-grupos sdo descritos na tabela 5 e
representados no gréfico 1.

A comparagdo entre os grupos I, II e III avaliados pelo método estatistico, Teste F
(ANOVA “two way cross-classification”) demonstrou haver diferenga significativa (p =
0,0006), quanto ao efeito do tratamento para todos os grupos. Posteriormente, o Test t de
Student demonstrou valores significativos para o efeito tratamento para o grupo I (duas
semanas) (p = 0,0121) na comparagdo entre ganglios controle e operado. Para o grupo II

encontrou-se p = 0,0104 e para o grupo III, p = 0,0066.



Fioretto, E.T. /M_; 78

Tabela 6 — Representacdo das estimativas das médias individuais para a area seccional de
nucleo e corpo celular (um?) e para volume neuronal (um’) e seus respectivos
coeficientes de erro (CE) no ganglio cervical cranial (GCC) de ovinos avaliados
em trés diferentes periodos pos-operatorios: 2 semanas (GI); 7 semanas (GII) e 12
semanas (GIII). Sdo apresentadas ainda estimativas de média e coeficiente de
variagao dentro de cada grupo de estudo, Sao Paulo, 2006

GOC All'ai(pmz) Volume global (um’)
Nicdeo CV' | Corpo celular cv Neurdnio cv'  CE
. Controle | 1077 - | 5175 - 75086 - 01
Animal1 2 i ? >
Operado | 1002 - | 5494 - 84377 - 01
oo Controle | 1089 - 0 5725 - 74560 - 0,1
5’21 2 Operado | 1116 - | 604l - 84533 - 01
semanas oy Controle | 1013 - 4827 - 67689 - 0,1
Operado | 1083 - | 645 - 89714 - 01
Migia _Controle | 1024 04 | 5352 03 72521 05 -
______________ Operado | 1070 _06 ' 6265 ______04 82652 06 -
Controle | 1052 - | 404 - 60233 - 01

Animal 1 :
Operado | 981 - | 5823 - 60296 - 01
GII iy Controe | 952 - | 5196 - 63339 - 01
07 2 Operado | 1104 - | 6122 - 81795 - 01
semanas iy Controle [ 1031 - 1 5534 - 73732 - 01
3 Operado | 22 - | 605 - 79109 - 01
Midia _Contole | 10LL 07 | 547 04 66076 06 -
______________ Opeado | 94 07 . 682 04 82047 07 -
. Controe | 958 - | 490 - 60239 - 01
Animal 1 4 2 d
Operado | 7 - | 635 - 79674 - 01
. Controe | 990 - | 5609 - 69738 - 01
Glgl Animal2 — o ndo | 100 7570 _ 111813 T
semanas imag3 Controle [ 1141 — 1 s761 - 87799 - 0,1
Operado | 1134 - | 5905 - 90055 - 01
Midia _Controle [ 1059 06 ¢ 5708 04 72295 07 -
Operado | 1067 05 | 6513 04 93743 06 -

* GCC: Ganglio Cervical Cranial

* Coeficiente de Variagdo: CV = Desvio padrdo/média

* Coeficiente de Firo: CE (volume) = 1 x [1/12 BA-4B + Q)]
>A
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Tabela 7 - Representacdo das estimativas das médias individuais para a estimativa de
neurbnios.mm™ e para estimativa de numero total neurdnios (N) e seus
respectivos coeficientes de erro (CE) no ganglio cervical cranial (GCC) de ovinos
avaliados em trés diferentes periodos pds-operatérios: 2 semanas (GI); 7 semanas
(GII) e 12 semanas (GIII). Sdo apresentadas ainda estimativas de média e
coeficiente de variagdo dentro de cada grupo de estudo, Sao Paulo, 2006

acG Nv! cv N cv CE*

Animall  — Controle | 6338 - 130.000 - 0,1

1 Operado 2562 - 176400 - 01

. Controle 4781 - 259200 - 01

ﬁ; Animal2 o ado | 30% _ 255600 - 01

semanas Animal3 Controle | 7747 - 360000 - 01

Operado 4288 - 295200 - 01

Média Controle 6289 024 266400 03 -
e Operado | 3314 027 2240 02 - __

. Controle 8874 - 504.000 - 01

4 nlmal 1 ................................................. 2

Operado 5080 - 489.600 - 01

. Controle 7.147 - 295200 - 01

(;;I Animal2 Operado 4299 - 266400 - 01

semanas Animal3 — Contmle ........ 7495 - 309600 - 091

Operado 4837 - 266400 - 01

Média Controle 7839 0,12 369.600 03 -
e Operado | a7 008 X M0S03 -

. Controle 10692 - 483000 - 01

Ammal 1 ................................................. 2

Operado 7752 - 378000 - 01

\rimal Controle 10389 - 447000 - 01

GI;H 2 Operado 8018 - 345,000 - 01

semanas 4 n]m' al 3 .......... Collude ........ 10957 - 3 3 0 (XX) - 0’1

Operado 6.000 - 327000 - 01

Midga Controle 10679 003 420000 01 -

Operado 7257 0,15 350000 01 -

Nv: Numero de neurdnios mm™

N: ntimero total de neurénios

Coeficiente de Variagao: CV(Nv) e CV (N) = Desvio padrao/média
Cocficiente de Emo: CE(N)=1AYQ

LR N S
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Grafico 1 — Grafico descreve as estimativas das médias individuais

para a drea do nucleo (um?), area do corpo celular
(umz), volume neuronal (um3 ), Nv (neuroénios.mm3) e
N (numero total de neurdnios) no ganglio cervical
cranial (GCC) de ovinos avaliados em trés diferentes
periodos pos-operatorios: 2 semanas (GI); 7 semanas
(GII) e 12 semanas (GIII). Circulos (o) representam
estimativas individuais e barras horizontais (-) assinalam
médias dentro de cada grupo de acordo com o
tratamento empregado: controle e operado, Sdao Paulo —
2006
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6 DISCUSSAO

A discussdo foi apresentada nos seguintes topicos:

6.1 TECNICA OPERATORIA

A abordagem cirtirgica descrita por Appleton e Waites (1957) efetuando acesso
cirirgico pelo processo zigomatico, no ponto médio entre o angulo do olho e a base da
orelha, continuando paralelamente ao ramo da mandibula até a altura da cartilagem tiredidea
foi considerada muito ampla, uma vez que, em nosso estudo, efetuando-se uma abordagem
minima foi possivel identificar o ganglio cervical cranial (GCC) e estruturas proximas. A
abordagem cirurgica cervical ventro-lateral do GCC e estruturas vizinhas em ovinos foi
promovida com sucesso e livre de fatalidades nos periodos per, trans e pds-operatorio. Como
conseqiiéncia da ganglionectomia unilateral do GCC, foram observados sinais clinicos da

sindrome de Horner.
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6.2 ANATOMIA MACROSCOPICA

A literatura consultada reporta que o GCC em diversas espécies encontra-se situado
proximo a bulla timpanica, ventralmente ao Atlas e em intima relacdo com a artéria cardtida
interna, conforme Baljet e Drukker (1979); Castro (2001); De Abreu (2002); Fioretto (2002);
Hedger e Webber (1976), Williams e Paley (1969). Em nosso estudo ndo foram encontrados
dados de relevancia sobre a alteracdo de posicionamento do GCC em ovinos, sendo sua
topografia semelhante a descrita por Appleton e Waites (1957), tanto nos ganglios operados
como nos controles. Nao obstante, salientamos que a ganglionectomia unilateral promovida
no antimero esquerdo aparentemente ndo desencadeou nova acomodac¢ado espacial do ganglio
remanescente (GCC direito) devido ao aumento de suas dimensdes (comprimento, largura e
espessura).

No grupo I observou-se um aumento médio de 8% do ganglio operado em relagdo ao
controle quanto ao comprimento do ganglio, 3% quanto a largura e no que tange a espessura
verificaram-se aumentos médios em 11%. Para o grupo II encontrou-se a hipertrofia do
ganglio operado em relagdo ao ganglio controle em média de 4% para comprimento, 4% para
largura e 5% em espessura. Quanto ao grupo III foram calculados valores médios de 29% de
aumento para comprimento do ganglio, 4% de aumento para largura e em espessura do

ganglio aumento médio em 7% para o ganglio operado.
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6.3 ESTUDO CLINICO

A analise clinica secundaria a ganglionectomia unilateral do GCS realizada em ovinos
mostrou que este procedimento cirtrgico desencadeou a Sindrome de Homer iatrogénica.
Esta sindrome provoca alteracdes especificas quanto a temperatura da face, sudorese,
presenca de ptose e miose, conforme reportado por Bell et al., (2001); Boydell, (1995);
Kisch, (1951); Skarda et al., (1985). A sindrome de Horner em grandes animais foi relatada
por Smith e Mayhew (1977) em um experimento utilizando eqiiinos, bovinos, caprinos e
ovinos aplicando-se diferentes tipos de simpatectomia na regido cervical incluindo-se a
ganglionectomia do GCC direito. Apds a cirurgia os animais foram observados quanto aos
déficits neurologicos e oftdlmicos por periodos diferentes.

A sindrome de Horner desenvolvida em ovinos, no presente estudo, com o
envolvimento do ganglio cervical cranial (GCC) demonstrou-se clinicamente menos severa
em comparacdo com outras espécies como 0s caninos que apresentam significativa ptose
palpebral como descrito por Boydell (1995) e eqiiinos que demonstram nitido descontrole da
temperatura da face e pescogo conforme os relatos de Smith e Mayhew (1977) e Ghafir, Art e
Lekeux (1996).

Em ovinos a hipertermia da face parece ser um sinal impreciso para a avaliacdo da
doenga, entretanto, o diagnostico da sindrome de Horner pode ser determinado através da
observagao da alteragao da orelha, ipslateral a lesdo, persistente por doze semanas.

Outros sintomas relevancia clinica foram a auséncia de sudorese ipslateral a lesdo
persistente por quatro semanas € a presenca de ptose palpebral por oito semanas.

Os sintomas clinicos da Sindrome de Horner mais evidentes foram a hipertermia da

orelha esquerda e auséncia de sudorese no plano hemi-nasal esquerdo.
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6.4. MICROESTRUTURA

A andlise histologica qualitativa do GCC esquerdo (controle) e direito (operado)
revelou arranjos estruturais distintos entre os antimeros. Conforme a literatura, Castro (2001);
De Abreu (2002); Fioretto (2002); Matthews; Raisman (1969); Pappas; Waxman, (1972);
Williams; Paley (1969) e Yokota (1973), os neur6énios do GCC estdo distribuidos ao longo de
toda a sua extensdo formando amplos agrupamentos delimitados por septos de tecido
conjuntivo. A descricdo cléssica da arquitetura do GCC foi observada nos ganglios controle,
contudo, o ginglio operado (direito) apresentou alteracdo quanto a disposi¢do do tecido
conjuntivo distribuido em seu interior. Assim, observou-se que no ganglio operado sua
distribuicdo foi heterogénea, sendo possivel identificar agrupamentos de neurdnios
delimitados e separados por septos de tecido conjuntivo, visiveis em relacdo ao ganglio

controle.



Fioretto, E.T. /M_; 86

6.5 ESTUDO ESTEREOLOGICO

Previamente ao inicio da discussdo dos pardmetros encontrados nesta investigagao, faz-
se necessario salientarmos que a literatura ndo apresenta dados estereoldogicos na espécie
ovina e a maior parte dos resultados encontrados a respeito de animais de laboratério
relacionam-se a aplicacdo de métodos quantitativos morfométricos (ndo estereoldgicos) com
excecdo de Popken e Farel (1997) e Santer (1991) que aplicam métodos estereologicos em
seus estudos. Particularmente, encontramos na espécie ovina Gabella et al (1988) relacionado
a citoarquitetura do GCC em ovinos, contudo ndo se relaciona a abordagem estereoldgica.

A confiabilidade dos dados encontrados sem a utilizagdo de métodos estereoldgicos
deve ser considerada com extrema cautela, uma vez que tais dados, usualmente, envolvem a
extrapolagdo de dados obtidos bidimensionalmente para o plano tridimensional e algumas
hipdteses sdo assumidas a respeito da forma, orientacdo e distribuicdo das particulas a serem
quantificadas, além da aplicagdo de varios fatores de corre¢ao.

De outra forma os métodos tridimensionais baseados em delineamento estereoldgico
aplicados nesta pesquisa ndo dependem da orientagdo, distribui¢do e forma das particulas a
serem quantificadas conforme amplamente difundido na literatura (GUNDERSEN et al.,
1999; MAYHEW, 1991b; WEST, 1993).

Esta mesma critica aos métodos bidimensionais ja4 havia sido aventada por diversos
pesquisadores como Hof e Schmitz (2002), Howard e Reed, (2004), Mayhew e Gundersen
(1996), Pakkenberg ¢ Gundersen (1988), Pover e Coggeshall (1991), Ribeiro, Davis e
Gabella (2004), Schmitz e Hof (2005) e Sterio (1984), que pertencem a tese da Estereologia
conhecida como pos-Gundersen ou pos-disector. A discussdo estereologica foi dividida em

capitulos para a melhor compreensao das inferéncias encontradas.
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6.5.1 Densidade Neuronal (Nv)

Optou-se por melhorar a acurédcia da técnica de quantificacdo por meio da adocdo de
sistemas testes singulares para cada ginglio considerado de acordo com o padrio de
distribuicdo dos neurdnios ganglionares. Desta maneira, considerou-se um sistema teste
composto por seis areas para o ganglio controle (distribuicio homogénea) e outro sistema
teste com oito areas para o ganglio operado (distribuicdo heterogénea). Vale ainda ressaltar
que a area de cada "frame" do sistema teste era idéntica. Deste modo, ao avaliarmos os dados
referentes a densidade neuronal, nimero de neurénios em um determinado volume referéncia,
observamos o efeito da ganglionectomia em cada grupo do experimento. Os ganglios
operados apresentaram uma reducdo na densidade numérica (89%, 65% e 47% para os
grupos I, II e III, respectivamente). Essa diferenca entre controle e operados reflete a
distribuicdo heterogénea dos neurdnios descrito no estudo da microscopia de luz de cortes
semi-finos. Apesar do tecido conjuntivo ndo ter sido quantificado, assim como o tecido nao
neuronal intraganglionar, os dados qualitativos sugerem que o tecido conjuntivo estava mais
densamente arranjado ocasionando uma distribui¢do mais esparsa e heterogénea dos
neurdnios ganglionares. A relacdo entre o aumento do tamanho dos neurdnios (area do corpo
celular, volume) e alteragdes na densidade numérica ¢ nimero total de neurdnios sao

discutidos adiante.
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6.5.2 Numero total de neurdnios

A ganglionectomia unilateral ocasionou dois efeitos distintos no GCC; o grupo I (2
semanas) apresentou um aumento de 3% nos ganglios operados podendo estar relacionada a
uma proliferagdo inicial compensatoria a falta de inervacdo contralateral, entretanto a
confirmacdo desta proliferacdo neuronal depende da utilizagdo de marcadores especificos
(mitose) a fim de se confirmar a hipdtese deste aumento estar relacionado ao incremento da
area do nucleo neuronal observado para o grupo I, como um dos fendmenos pré-mitoticos no
ciclo celular. O segundo efeito da ganglionectomia refere-se aos grupos II e III que
apresentaram perda neuronal de cerca de 8% e 20%, respectivamente, sendo no grupo III
onde se notou o efeito mais significativo desta perda neuronal quando comparado ao grupo 1.
Neste caso, o uso de marcadores apoptoticos auxiliaria a esclarecer se esta perda neuronal
estaria associada a apoptose.

Quando os dois eventos (nimero e tamanho celular) sdo avaliados no seu conjunto,
duas hipoteses podem estar relacionadas: primariamente pode-se sugerir uma hipertrofia
vicariante dos neurdnios do ganglio operado como parte do mecanismo compensatorio para
re-inervagdo contralateral, ou seja, o neurdnio aumentaria devido a sobrecarga funcional
imposta pelo aumento do territorio a ser inervado. Nao obstante, a maior exigéncia funcional
destes neurdnios pode leva-los a morte celular, e a seguir a hipertrofia do tecido ndo neuronal
cicatricial, situacdo esta que se reflete na diminuigdo da densidade neuronal (Nv) nos
ganglios operados ¢ na diminui¢do do numero total de neurdnios, conforme observado no
grupo II (sete semanas) e mais significativamente no grupo III (doze semanas). Como
segunda hipdtese, sugere-se que a hipertrofia neuronal possa estar relacionada a um

mecanismo compensatorio a morte celular advindo da maior exigéncia funcional conforme
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proposto por Cabello et al. (2002) para o efeito do envelhecimento no cérebro de humanos,

sendo que a investigagdo da morte celular poderia explicar o aumento do ntcleo observado

no grupo III, uma vez que em situagdes de maior exigéncia funcional encontra-se a

hipertrofia nuclear antecedendo os efeitos apoptoticos (caridlise). Vale ressaltar que o grupo

IIT apresentou o maior indice de perda neuronal.

Como propositura para estudos futuros, a investigagdo de uma possivel inervagao
cruzada seria necessaria (empregando-se injecao de neurotragadores retrogrados no territorio
ganglionar esquerdo e anterégrados no ganglio cervical cranial direito) para testar a hipotese
de que a maior sobrecarga funcional e maior produgdo de fatores de crescimento - NGF
“nerve growth factor” imposta ao GCC direito (inervagdo cruzada) ocasionaria proliferacao
de trés eventos distintos e consecutivos: proliferacdo celular, hipertrofia neuronal seguida de
morte celular.

No presente estdgio, podemos apenas sugerir a existéncia de uma inervacao
contralateral suportada pela melhora do quadro clinico durante o periodo pos-operatorio em
todos os grupos de estudo. Secundariamente, também podemos inferir que as alteracdes

morfoquantitativas celulares secundarias a ganglionectomia unilateral do GCC estabelecem-

se a partir da 8* semana, periodo em que observamos significativa perda neuronal (grupo III).
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6.5.3 Estimativa global do volume neuronal

Soinila e Erankd (1983) descreveram ndo haver diferenca significativa em termos de
peso, volume, numero e densidade entre os ganglios controle e operados em seu experimento
desenvolvido no rato. E necessario salientarmos que o método empregado ndo era
estereoldgico e para o calculo empregou-se fatores de corre¢cdo como a formula de Floderus e
o método de Abercrombie (ABERCROMBIE, 1946) que dependem de hipdteses geométricas
0 que os tornam nao acurados.

Gabella, Trig e McPhail (1988) relataram que os neuronios encontrados no GCC de
ratos tinham um volume de 1600 pm® a 93.000 um’ ¢ a distribui¢io das células era unimodal
prevalecendo os neurdnios pequenos. Os autores referiram que o amplo espectro na variagao
do tamanho dos neur6nios possa estar relacionado ao territorio de inervacao destes neurdnios,
ou seja, neurdnios maiores estariam inervando maior quantidade de 6rgdos alvo.

Através da aplicacdo de um método com delineamento estereoldgico em nosso estudo,
encontramos que os neurdnios dos ganglios operados aumentaram em média 13% para o
grupo I, 24% no grupo II e 29% para o grupo III. O aumento do volume dos neurdnios sugere
uma sobrecarga funcional provavelmente relacionada a uma tentativa do organismo em
promover a reinerva¢do simpatica contralateral cruzada perdida pela ganglionectomia. A
relacdo entre o aumento do tamanho dos neuronios (4rea do corpo celular, volume) sdo

discutidas em associagao as alteracdes na densidade numérica e numero total de neurdnios.
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6.6 ESTUDO MORFOMETRICO

A discussdo referente ao estudo morfométrico serd dividida em itens para melhor

compreensao

6.6.1 Area seccional do nucleo neuronal

A ganglionectomia unilateral do GCC nao causou alteracdes significativas nas areas do
nucleo neuronal do GCC de ovinos em todos os grupos estudados. Entretanto, vale a pena
salientar que, em média, no grupo I (duas semanas) observa-se o aumento da 4rea do nucleo
em 4%, o que pode sugerir uma resposta do organismo promovendo uma hipertrofia nuclear
que poderia preceder uma mitose celular como mecanismo compensatorio para a sobrecarga
funcional imposta ao ganglio remanescente..

O grupo III, também, demonstrou aumento da area do nticleo de 7% entre os ganglios
operados e controle, entretanto neste grupo, acreditamos no estabelecimento de uma resposta
a maior exigéncia funcional dos neurdnios seguida de morte celular sendo necessaria
investigacdo de processos apoptoticos para testar esta hipotese. A discussdao detalhada deste
resultado encontrado serd feita em conjunto com o numero total de neurdnios encontrados
para este grupo. A diferenca de ponto de vista entre os aumentos apresentados entre o grupo I
e o grupo III ainda deve-se ao fato das areas do nucleo do grupo III terem se apresentado
75% maiores que os do grupo I, o que poderia refletir a maior adaptabilidade dos neur6nios
do grupo III em relagao ao grupo I pelo tempo de analise entre os grupos. Estas hipoteses

também sao discutidas em associagao as alteragdes no numero total de neurdnios.
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6.6.2 Area do corpo celular neuronal

Moriyama, Shimada e Goto (1995) em um estudo utilizando secc¢des seriadas do
ganglio cervical cranial em ratos (empregando-se amostragem semi-aleatéria e aplicagdo de
método de corre¢cdo de Abercrombie, portanto método ndo estereoldgico) descreveram a
presenga de neurdnios pequenos no GCC com areas em torno de 367 um”. Gabella, Trig e
McPhail (1988) relataram que os neurdnios presentes no GCC de ratos variavam em tamanho
entre 165 umz a 2500 umz. Estes autores sugeriram que os neurdnios maiores possam ser
responsdveis por inervarem uma maior quantidade de 6rgaos-alvo.

Em nosso estudo, aplicando-se métodos com delineamento estereoldgico, encontramos
que os neurdnios dos ganglios controle tinham para o grupo I em média 535,2pum?*(169,5 pm?
a 1.172 um®), no grupo I, média de 534,7 pm? (128,9 um” a 1.478 pm?) e no grupo III,
média de 570,8 pm® (119,1 pum® a 1.715,1 pum?). No génglio operado, os neurdnios
apresentaram-se maiores que os ganglios controle em 0,17x em média para os grupos [ e Il e
em média de 0,14x para o grupo III.

Este aumento encontrado no ginglio operado em relagdo ao ganglio controle foi
considerado estatisticamente significativo em cada um dos grupos avaliados permitindo-nos
sugerir que a hipertrofia dos neurdnios do ganglio operado atue de forma compensatéria pela
falta de inervacdo contralateral. O maior nivel de significancia (0,0066) fora encontrado no
grupo III (12 semanas), onde os animais apresentaram aumentos de 0,14x em média dos
ganglios operados em relagdo ao controle. Este aumento mais significativo foi correlacionado
entdo aos resultados obtidos para volume do neurénio e niumero total de neurdnios para este

grupo e sua interacao discutida no capitulo referente ao nimero total de neuronios.
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7 CONCLUSOES

Com base no delineamento estereologico estocastico empregado no presente estudo,

julgamos poder concluir:

1) A ganglionectomia unilateral do ginglio cervical cranial em ovinos ¢ uma técnica
confiavel e realizavel para mimetizar os sinais de sindrome de Horner.

2) A hipertermia da orelha foi facilmente diagnosticada em todos os grupos de estudo
sendo um sinal importante para o diagndstico clinico da doenca, juntamente com a presenca
de ptose até a 8" semana.

3) A ganglionectomia unilateral ocasionaria uma seqiiéncia de eventos
morfoquantitativos celulares na seguinte ordem proposta:

3.1) Proliferacdo celular no ganglio cervical cranial remanescente.

3.2) Hipertrofia neuronal (nucleo e corpo celular).

3.3) Perda neuronal a partir da terceira semana, sendo mais acentuada a partir da oitava
semana.

4) Devido aos achados morfoquantitativos expressos em 3, estudos futuros devem
abranger dois aspectos:

4.1) Comprovar a possibilidade de maior produ¢dao de NGF “nerve growth factor” pelo
territorio denervado.

4.2) Comprovar a probabilidade da inervagao cruzada a partir do proposto em 4.1.
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