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APRESENTACAO

Anatomia (do grego, ana = parte, tomia = cortar em pedacos) é a ciéncia
que estuda os seres organizados, € um dos estudos mais antigos da humanidade,
muitos consideram seu inicio ja em meados do século V a.C, onde os egipcios ja
haviam desenvolvido técnicas de conservacao dos corpos e algumas elementares
intervencdes cirdrgicas.

Anatomia é uma pedra angular da educacdo em saude. Muitas vezes, € um dos
primeiros topicos ensinados nos curriculos médicos ou em outras areas da saude
como pré-requisito, sendo o estudo e o conhecimento fundamental para todos os
estudantes e profissionais das areas biolégicas e da saude, sendo indispensavel
para um bom exercicio da profissao.

O estudo da Anatomia € o alicerce para a constru¢do do conhecimento do
estudante e futuro profissional e deve ser estimulado e desenvolvido através dos
mais variados recursos, sejam eles virtuais, impressos ou praticos.

Pensando em fornecer uma visao geral sobre o assunto a ser estudado,
elaboramos esse material para estimular seu raciocinio, seu espirito critico utilizando
uma linguagem clara e acessivel, dosando o aprofundamento cientifico pertinente e
compativel com a proposta desta obra.

Esta obra vem como um recurso auxiliar no desenvolvimento das habilidades
necessarias para a compreensao dos conceitos basicos anatémicos.

Um dos objetivos centrais da concepcao desse compéndio € fornecer uma
visao geral sobre o assunto a ser estudado, preparando o leitor para compreender
as correlacdes dos sistemas e conhecer os aspectos relevantes sobre a Anatomia
pratitca, filoséfica e educativa.

E nesse contexto e com essa visdo de globalizagdo desse conhecimento que
se insere os trabalhos apresentados neste livro.

Comecando assim, pela Anatomia Animal Comparada e Aplicada onde séao
discutidos estudos anatdbmicos a respeito dos mais diferentes tipos de animais e o
entendimento de suas estruturas organicas, bem como suas relagdes anatdomicas
gerais em diversas vertentes de pesquisa.

Em seguida o livro nos traz discussdes sobre os Estudos em Anatomia Artistica
e Histérica, com o entendimento de que a representacédo artistica depende do
conhecimento da morfologia do corpo, num plano descritivo e num plano funcional,
resultando em uma aproximacao da Arte e da Ciéncia.

Posteriormente, a Anatomia Humana e Aplicada, é estudada voltada para o
estudo da forma e estrutura do corpo humano, focando também nos seus sistemas
e no funcionamento dos mesmos.

Na quarta area deste livro estudamos o Ensino de Anatomia e Novos Modelos
Anatémicos, focando na importéncia do desenvolvimento de novas metodologias para
as atividade didaticas, médicas, cirurgicas e educativas como um todo favorecendo



o aprendizado do aluno e gerando novas possibilidades.

Logo em seguida temos os Estudos Multivariados em Anatomia, abrangendo
tépicos diversos e diferenciados a respeito do estudo e do funcionamento das inter-
relacbes generalistas dentro da anatomia, bem como novas possibilidades para
novos materiais e abordagens médicas.

Na sexta area temos a andlise de Relatos e Estudos de Caso em Anatomia
Humana focando nas estruturas e fungdes do corpo, das areas importantes a saude,
ou seja, trata dos sintomas e sinais de um paciente e ajuda a interpreta-los.

Por fim temos Revisdes Sobre Temas em Anatomia focando na importancia
do estudo para os seus diversos campos engolbando variagbes anatdmicas,
diagnésticos, tratamentos e sua importancia para o conhecimento geral do aluno.

Nosso empenho em oferecer-lhe um bom material de estudo foi monumental.
Esperamos que o material didatico possibilite a compreensédo do conteudo resultando
numa aprendizagem significativa e aproveitamento do seu conhecimento para seus
campos de pesquisa.

Nossos agradecimentos a cada leitor que acessar esse trabalho, no desejo de
gque o mesmo seja de importante finalidade e contribua significativamente para seu
conhecimento e para todos os seus objetivos como aluno, professor, pesquisador ou
profissional das areas afins.

Boa leitura.

Igor Luiz Vieira de Lima Santos
Carliane Rebeca Coelho da Silva
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CAPITULO 13
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O Estudo de Anatomia Simples e Dinamico

A SENESCENCIA DO RATO

(FACENE)
Mossor6 - Rio Grande do Norte

RESUMO: Asenescéncia é um eventofisioldgico
e progressivo que leva ao comprometimento
das fun¢ées normais do organismo. O sistema
nervoso é um dos sistemas mais afetados
durante o0 envelhecimento, apresentando
alteracdes estruturais e funcionais associadas
ao declinio das funcbes cerebrais. O presente
trabalho avaliou o padréao de reatividade de
enzima tirosina hidroxilase (TH) no Ndcleo
accumbens (NAc) ao longo da senescéncia do
rato. Vinte e um ratos Wistar, machos, foram
utilizados (CEEA/UERN, #03/2016), sendo
divididos em trés grupos (n=7 por grupo):
animais jovens (3 meses de idade, 325+25(),
animais de meia idade (10 meses de idade,
340+30g) e animais envelhecidos (18 meses
de idade, 400+50g). Apds anestesia (i.p.), 0s
animais foram perfundidos, seus cérebros
foram removidos, crioprotegidos (sacarose
a 20%) e seccionados a 50-um no plano
coronal, com as secc¢des sendo reagidas para a
imunohistoquimica para a enzima TH. Medidas
de densitometria dptica ao longo do NAc foram
obtidas usando-se o programa ImagedJ, com 0s
valores obtidos sendo comparados com o teste
nao paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05).
Observou-se uma diminuicdo progressiva da
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reatividade do TH ao longo do envelhecimento do NAc. Os animais jovens apresentaram
uma reatividade significativamente maior que a observada nos animais envelhecidos.
Os animais de meia idade apresentaram valores de reatividade intermediarios. O
padrdo de reatividade da enzima TH mostrou-se gradativamente diminuido ao longo
do envelhecimento do NAc do rato. Tal achado, que indica alteragdo nos niveis de
dopamina no mesencéfalo, pode estar envolvido com alteracbées comportamentais
observadas durante o envelhecimento do sistema nervoso.

PALAVRAS-CHAVE: Dopamina, Nuacleo accumbens, Tirosina hidroxilase,
Senescéncia. Sistema Nervoso.

PATTERN OF REACTIVITY OF TYROSINE HYDROXYLASE ENZYME IN THE
NUCLEUS ACCUMBENS DURING THE SENESCENCE OF THE RAT

ABSTRACT: Senescence is a physiological and progressive event that leads to
impairment of the normal functions of the organism. The nervous system is one of
the most affected systems during aging, presenting structural and functional changes
associated with the decline of brain functions. The present work evaluated the pattern
of reactivity of tyrosine hydroxylase (TH) enzyme in the nucleus accumbens (NAc)
throughout the senescence of the rat. Twenty one male Wistar rats were used (CEEA/
UERN, #03/2016), divided into three groups (n=7 per group): young animals (3 months-
old, 325+25¢), middle aged animals (10 months-old, 340+30g) and aged animals (18
months-old, 400+50Q). After anesthesia (i.p.), the animals were perfused, their brains
removed, cryoprotected (20% sucrose) and sectioned at 50-um in the coronal plane,
with sections being reacted for immunohistochemistry for the TH enzyme. Optical
densitometry measurements across the NAc were obtained using the Imaged software,
with the values obtained being compared through the non-parametric Kruskal-Wallis
test (p<0.05). A progressive decrease in TH reactivity was observed over aging of NAc.
Young animals showed a significantly higher reactivity those observed in aged animals.
The animals of middle age presented intermediate values of reactivity. The pattern of
reactivity of the TH enzyme has been shown to decrease gradually over aging of rat
NAc. Such finding, which indicates changes in dopamine levels in the midbrain, may be
involved with behavioral changes observed during aging of the nervous system.
Keywords: Dopamine, Nervous system, Nucleus accumbens, Tyrosine hydroxylase,
Senescence.

11 INTRODUCAO

Um dos fenbmenos mais perceptiveis na populacdo mundial nos dias atuais
diz respeito ao seu rapido envelhecimento. De acordo com relatos da Organizacao
das Nacdes Unidas (ONU), das 7,6 bilhbes de pessoas que vivem atualmente
no Planeta, aproximadamente 962 milhdes (13%) possuem 60 anos ou mais.
Projecbes indicam que em 2050 havera 9,7 bilhbes de pessoas na Terra, e destas,
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mais de 1,5 bilhdes estarao na faixa etaria de idosos (UN, 2017). Dentre os fatores
associados a este fendbmeno podem se elencar o desenvolvimento socioecondmico,
cuidados basicos de saude, seguranca, educacao e habitacdo, bem como a intensa
urbanizag¢ao experimentada nas ultimas décadas (WHO, 2015), gerando um aumento
na expectativa de vida global (UN, 2017; WHO, 2015), o qual, no entanto, tem como
efeito colateral um impacto nas politicas de seguridade social (BEARD; BLOOM,
2015).

No tocante a saude e bem-estar, a populacao é considerada envelhecida quando
sua proporc¢éao de idosos com 60 ou mais anos aumenta em relacéo as demais faixas
etarias. No entanto, enquanto alguns idosos maiores de 80 anos apresentam niveis
de capacidade fisica e mental comparaveis aos niveis de individuos em idade ativa,
outros individuos na faixa dos 60 anos podem necessitar de auxilio para realizacéao
de suas atividades diarias (OMS, 2015).

O sistema nervoso é um dos sistemas mais afetados durante a senescéncia,
apresentando alterac¢6es estruturais e funcionais associadas ao declinio das fun¢des
cerebraisnormais (DERENNE; BARON, 2002), tais como alteracdes na eletrofisiologia
cerebral (LUEBKE; CHANG, 2007), inducéao de resposta glial (JYOTHI et al., 2015) e
perturbacdo da homeostasia do calcio neuronal (CHANDRAN et al., 2017).

Adopamina (DA) € uma monoamina incluida no grupo das catecolaminas, sendo
sintetizada a partir da reagao de conversao da L-tirosina em 3,4-dihidroxifenilalanina
(L-DOPA) através da enzima tirosina hidroxilase (TH) — uma enzima limitante da
taxa de biossintese de DA. Por sua vez, a enzima l-amino-acido descarboxilase
ou DOPA descarboxilase converte L-DOPA em DA. A DA possui importante funcao
neurotransmissora na regulagao cerebral, tendo importante papel nos sistemas
nervosos central (SNC) e periférico (SNP), bem como em aspectos de comportamento
animal ao longo da evolucédo (YAMAMOTO; VERNIER, 2011).

A neurotransmissdo dopaminérgica no SNC desempenha um papel fundamental
em varias fungcbes, como mecanismos de controle motor, motivacdo, memoria,
cognicao e recompensa, estando envolvida em trés vias distintos, a mesostriatal, a
mesocortical e a mesolimbica (DAHLSTROEM; FUXE, 1964; GERMAN; MANAYE,
1993; PARKINSON et al., 2002). A via mesolimbica se constitui na principal via que
atua nos mecanismos de memoaria, cognicdo, movimento, comportamentos afetivos
e de recompensa, sendo esta constituida primariamente pela area tegmentar ventral
(VTA) e pelo nucleo accumbens (NAc). A VTA néo apresenta somente projecdes
limbicas/corticais, mas também projecoes para o estriado (LOUGHLIN; FALLON,
1984; BJORKUND; DUNNETT, 2007b).

Modelos animais s&o empregados com sucesso para a caracterizacéo
morfologica e fisioldgica do impacto da senescéncia em diferentes regides do SNC.
Neste contexto, o presente trabalho objetivou caracterizar as alteracdes no NAc ao
longo do processo de envelhecimento do rato, a partir da imunohistoquimica para
tirosina hidroxilase (TH), importante enzima envolvida na sintese de catecolaminas

O Estudo de Anatomia Simples e Dinamico Capitulo 13




no sistema nervoso.

2| MATERIAL E METODOS

Vinte e um ratos machos, da linhagem Wistar, foram utilizados, sob aprovagéo
do Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA/UERN) (#03/2016). Os
animais foram divididos em trés grupos (n=7 por grupo): animais jovens (3 meses
de idade, 325+25¢), animais de meia idade (10 meses de idade, 340+30g) e grupo
animais envelhecidos (18 meses de idade, 400+50g), sendo anestesiados com
cloridrato de cetamina (Vetnil, Brasil) e cloridrato de xilazina (Syntec, Brasil) (100mg/
kg e 10mg/kg, respectivamente) (i.p.) e perfundidos com solug¢édo salina tamponada
a 0,9% e paraformaldeido a 4%. Ao final da perfusédo os cérebros foram removidos,
crioprotegidos em solugdo de sacarose a 20% e seccionados a 50 um no plano
coronal em micrétomo de congelamento, sendo as seccdes resultantes reagidas
para a imunohistoquimica para a enzima TH. Os tecidos reagidos foram montados
em laminas silanizadas (StarFrost, Waldemar Khnittel Glasbearbeitungs GmbH,
Braunschweig, Germany, desidratados e montados com auxilio de meio de inclusdo
(Permount, Thermo Fisher Scientific, EUA).

As laminas foram inspecionadas e fotografadas em microscépio 6ptico (Nikon
Eclipse 80i, Japao). Medidas de densitometria 6ptica ao longo do NAc foram obtidas
usando-se o programa Imaged (http://rsb.info.nih.gov/ij/) (janela de 0,2 mm2, cinco
amostras por secc¢ao, trés secc¢des por animal, por grupo). De modo a minimizar os
efeitos da variabilidade intragrupos, adotou-se uma escala normalizada baseada na
comissura anterior ndo-reativa (a partir de medidas de 5 locais distintos ao longo
da estrutura, usando o0 mesmo tamanho de janela adotado para as medidas no
NAc). Para cada animal a densidade 6ptica média (DO) do NAc foi designada NA, a
comissura anterior foi denominada CA e um indice de contraste C foi calculado de
acordo com a equacao: C=(NA-CA)/(NA+CA) (NORRARA et al., 2018).

Ao final os valores mensurados foram comparados usando o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido do teste post hoc de Dunn com nivel de
significancia definido em 95% (p<0,05) usando o programa GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., EUA).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Andlises qualitativas e quantitativas revelaram uma diminui¢ao progressiva da
reatividade do TH ao longo do envelhecimento do NAc, avaliado ao longo de Tmm
de extensao da estrutura em relacéo ao bregma (regides posterior, média e anterior)
(Figura 1). O grupo de animais jovens apresentou uma reatividade significativamente
maior que a observada no grupo de animais envelhecidos (0,574+0,018 versus
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0,319+0,008; *p<0,05, Kruskal-Wallis, teste post hoc de Dunn), que apresentaram
um padréo de reatividade esmaecido e tecido vacuolizado. O grupo de meia idade
apresentou valores de reatividade intermediarios entre os extremos (0,363+0,011)
(Figuras 2 e 3).

Posterior Dorsal

Medial

Anterior

do Bregma

+0.5
do Bregma

Figura 1. Limites anatdmicos do nucleo accumbens (NAc). A posicao do NAc ao longo do eixo

antero-posterior é delimitado na figura pelos quadrados tracejados. Legendas: aca: comissura

anterior; AcbC: nucleo accumbens, regido central; AcbS: nucleo accumbens, regiao periférica;
CPu: caudado-putamen; Ctx: cértex; sb: substancia branca.

Grupo jovem Grupo meia-idade Grupo idoso

Figura 2. Imunorreatividade da enzima Tirosina hidroxilase (TH) ao longo do ndcleo accumbens
(NAc). A imunorreatividade ao TH revelou um padrédo intenso de marcagéo no NAc nos animais
jovens, distinguindo a estrutura claramente do estriado (coluna da esquerda), com a regido
rostral sendo mais reativa que a média e a caudal. Por sua vez, a imunomarcagéo de TH no
grupo animais idosos revelou um padrédo de rarefacéo de tecido em todas as regides do NAc,
com uma fraca reatividade (coluna da direita). O grupo animais de meia-idade apresentou
um padrao intermediario de reatividade (coluna do meio). Os quadrados tracejados indicam a
regido onde as medidas de quantificacéo foram realizadas. Barra de escala: 500 pym.
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Figura 3. Analise quantitativa da imunorreatividade da TH ao longo do NAc. A analise
densitométrica da reatividade da TH ao longo da regido rostral do NAc revelou uma maior
intensidade de marca¢ado no grupo animais jovens em compara¢ao com 0s grupos animais

de meia-idade e animais idosos (*p<0,05; **p<0,01; Kruskal-Wallis, teste post hoc de Dunn).
Por outro lado, ndo houve diferencga estatistica quando as regides média e caudal foram
comparadas entre si (p> 0,05; Kruskal-Wallis, teste post hoc de Dunn) (A). Quando o NAc
foi analisado como uma estrutura completa, os animais jovens apresentaram um padrao
significativamente mais reativo do que os animais de meia idade (*p <0,05; Kruskal-Wallis, teste
post hoc de Dunn) (B).

Diversos estudos revelaram uma perda de neurbnios dopaminérgicos em
condicdes alteradas (envelhecimento ou disturbios neuropatologicos), sugerindo
gue alteracdes nos niveis de dopamina no mesencéfalo sao causadas por processos
neurodegenerativos (CABELLO et al., 2002; PAKKENBERG et al., 1995; TABREZ et
al., 2012). Por outro lado, outros estudos tém desafiado essa nocdo (EMERICH et
al., 1993; KUBIS et al., 2000), propondo que a reducado dos niveis de dopamina é
causada por uma falha neuroquimica em vez de uma morte celular neuronal seletiva.

Um estudo de Cruz-Muros e colaboradores (2007) mostrou que uma diminuicao
da enzima DOPA decarboxilase resulta em perda de reatividade no estriado, com uma
deteccéao adicional de niveis aumentados da forma fosforilada de TH nos terminais
axonais. No entanto, esses autores também relataram uma preservacéo de neurbnios
dopaminérgicos na regiao da VTA (CRUZ-MURQOS et al., 2007). O primeiro resultado
foi semelhante aos achados descritos no presente estudo. No tocante ao segundo,
encontramos uma diminuicdo no numero de células de neurdnios dopaminérgicos
ao longo da VTA de animais idosos em um trabalho concomitante (NORRARA et
al., 2018). Essas diferencas podem ser atribuidas a questées metodoldgicas, como
a espessura das seccdoes bem como a linhagem dos animais utilizados (Wistar vs
Sprague-Dowley).

Nosso principal objetivo no presente estudo foi caracterizar as alteracdes
do NAc no envelhecimento por meio de densitometria Optica. Embora tenhamos
clareza da natureza indireta dessas medicdes, nossos resultados fornecem indicios
adicionais sobre o impacto do envelhecimento sobre as projecées dos neurbnios
dopaminérgicos da via mesolimbica. Estudos futuros para caracterizar a expressao
de TH com ferramentas moleculares (Western Blot) sdo necessarias para definir
um quadro mais completo do impacto da senescéncia no circuito dopaminérgico.
Nesse sentido, mais estudos empregando o mesmo paradigma adotado no presente
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estudo ajudara na caracterizacéo das modificagdes ao longo das vias mesostriatal e
mesocortical durante o envelhecimento.

41 CONCLUSOES

O padréo de reatividade da enzima TH mostrou-se gradativamente diminuido
ao longo do NAc do rato. Tal evento, que revela alteracdo nos niveis de dopamina no
mesencéfalo do animal, tem influéncia nas alteracées comportamentais observadas
durante a senescéncia do sistema nervoso.
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