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ABSTRACT | Introduction: 7he

aging process occurs in all living beings;
however; it is accompanied by the
incidence of several histomorphometrical
changes. Those age-related changes affect
mainly the central nervous system (CNS)
organs and above all, the Cerebellum.
Objective: The primary goal of this study
it is to analyze the density of Purkinje cells
and the thickness of the granular layer

of cerebellum in old and Young-adults.
However; we have also made an analysis
between genders. Methods: We selected
20 autopsied individuals and grouped

in: (n=10) young-adults and (n=10) old-
adults and anatomically remove fragments
from the vermis posterior lobe (CBV) and
the right posterior lobe of the cerebellum
(CBL). Both fragments proceed to
histological process and hematoxylin-
eosin stain protocol. Subsequently, with
the computational software AxionVision
(Zeiss, Germany) and a light microscope,
fragments were analyzed in order to obtain
density of Purkinje cells and granular
layer thickness (um) by a free interactive
system Image J® (National Institutes of
Health, Bethesda, EUA). Results: The
Old-adults group has showed a tendency
of decrease on the Purkinje cells density
in both analyzed areas, vermis and lateral
lobe, without statistic relevance. The
thickness of the granular layer has showed
a significant increase on the old-age
individuals in both regions. The subjects
were also analyzed by gender; showing a
significant decrease of the granular layer
thickness in the female group on the CBV.
Conclusion: The aging process leads

to morphological changes in different
areas of cerebellum cortex, it is seems that
those age-related modifications advance
different between the two genders.
Keywords | Cerebellum; Aging; Purkinje
cells; Granulosa cells.

| Andlise das alteragdes
histomorfométricas do cerebelo
de idosos autopsiados

RESUMO | Introdugiio: O envelhecimento ¢ um processo
que acomete em todos os seres vivos, trazendo consigo a
ocorréncia de alteragdes histomorfologicas. Essas modificagdes
influenciam diretamente o sistema nervoso central, incluindo o
cerebelo. Objetivo: Avaliar a densidade das células de Purkinje
e espessura da camada granulosa do cerebelo de pacientes
idosos e ndo idosos, bem como fazer uma comparac@o dessas
analises entre os géneros. Métodos: Foram selecionados
20 pacientes autopsiados, e agrupados em: (n=10) idosos e
(n=10) ndo idosos. Fragmentos do vérmis cerebelar posterior
(CBV) e do lobo posterior direito (CBL) foram retirados
para serem processados histologicamente e corados com
hematoxilina e eosina. Posteriormente foi utilizado o programa
computacional AxionVision (Zeiss, Germany) para captura
de imagens de microscopia de luz e em seguida o sistema
analisador de imagens interativo Image J* (National Institutes
of Health, Bethesda, EUA) para obtengdo da densidade das
células de Purkinje (um) e espessura da camada granulosa
(um). Resultados: Os idosos apresentaram uma tendéncia de
diminui¢do na densidade das células de Purkinje em ambas
as regides avaliadas, porém sem significancia estatistica. Em
relacdo a espessura da camada granulosa, o grupo considerado
idoso apresentou aumento significativamente maior em ambas
as regides estudadas. A comparacdo entre os géneros mostrou
que as mulheres idosas apresentaram menor espessura da
camada granulosa na regido CBV quando comparadas aos
idosos do género masculino. Conclusdo: O envelhecimento
causa alteragdes histomorfoldgicas nas diferentes camadas
do cortex cerebelar, as quais progridem de forma distinta em
homens e mulheres.

Palavras-chave | Cerebelo; Envelhecimento; Células de
Purkinje; Células da granulosa.
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INTRODUCAO

O Sistema Nervoso Central (SNC) é um dos
sistemas biologicos mais afetados pelo processo
de envelhecimento, sendo caracterizado por
diversas alteragdes morfofuncionais!. Normal-
mente ocorrem processos de atrofia cerebral,
perda de neurdnios, degeneragdo granulova-
cuolar, formagdo de placas neuriticas, deposi-
tos de lipofuscina e de substancia beta amiloide
nas células nervosas. Além disso, ha reducédo
na velocidade de condugdo de impulsos nervo-
sos, da intensidade dos reflexos, restricdo das
respostas motoras, ¢ do poder de reagdo ¢ da

capacidade de coordenagao?’.

O cerebelo ¢ uma estrutura do encéfalo que atua
regulando o desempenho de fungdes cognitivas,
da atividade motora e a manutengdo do equili-
brio. Os mecanismos de trabalho motor sdo re-
gulados pelos lobos frontais do 6rgdo, enquanto
os hemisférios laterais estdo envolvidos com
processos de memoria de trabalho verbal, lin-
guagem e sequéncia de aprendizado. A regido do
vérmis cerebelar esta relacionada a regulagdo de
processos de condicionamento classico, trabalho

verbal e evocagdo de memorias®.

Nos ultimos anos, o papel do cerebelo na com-
preensao do processo de envelhecimento foi
alvo de diversos estudos cientificos que ob-
servaram reducdo da éarea total ocupada pelas
células de Purkinje na regido do vérmis, bem
como, a diminuigdo do niimero dessas células e
a degenerac@o de seus dendritos®’. Essas altera-
¢oOes podem estar diretamente relacionadas com
a perda de atividade elétrica e a redugdo nos ni-

veis cognitivos decorrentes desse processo®!°.

Alteragdes morfologicas cerebelares também
sdo relatadas, como o0 aumento na espessura da

camada granular e a redu¢o na densidade neu-

ronal nessa mesma regido, além de grande re-
ducdo na arboriza¢do dendritica das células de

Purkinje em animais de idade mais avangada''.

Os dados fornecidos pela literatura sugerem
que a maioria das informagdes a respeito desse
assunto é proveniente de estudos experimen-
tais, dessa forma, a linha de estudo do enve-
lhecimento cerebelar ¢ uma area com grande

potencial a ser explorado.

Para realizacdo de estudos com materiais pro-
venientes do SNC humano, ha uma dificuldade
na obtengdo do fragmento, que pode ser rea-
lizado apenas por meio da aplicagdo de dois
protocolos: bidpsia encefalica ou autdpsia. O
primeiro método ¢ invasivo, arriscado e requer
autorizagdo do paciente e/ou dos familiares
para realizagdo do procedimento. Na autopsia,
embora o procedimento nao oferega risco ao
paciente, exige também a necessidade de au-
torizacdo familiar. Dessa forma, os resultados
obtidos nesse estudo expressam relevancia para
a comunidade cientifica e melhor compreensao
do assunto, uma vez que foi utilizado material

proveniente de autopsia.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho
¢ avaliar a incidéncia de alteragdes histomor-
fométricas nas camadas de células de Purkinje
e granulosa do cerebelo de pacientes idosos e
nao idosos, bem como fazer uma comparagdo

dessas analises entre os géneros.

METODOS

O projeto de pesquisa do presente trabalho foi
aprovado pelo Comité de Ftica em Pesquisa
da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro
(UFTM), sob protocolo n° 2.287.614.

Estudo quantitativo com seres humanos, obser-

vacional, retrospectivo e descritivo. Foram ava-
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liados retrospectivamente protocolos de autopsia
no periodo 2000 a 2018 realizadas pela discipli-
na de Patologia Geral no Hospital de Clinicas da
UFTM (HC-UFTM). A amostra consiste em 20
pacientes, agrupados em idosos (n=10) e nao ido-
sos (n=10). Os grupos foram pareados segundo
género ¢ cor. Para os critérios de inclusdo foram
considerados ndo idosos os pacientes com idade
de 18 a 59 anos, e idosos aqueles com 60 anos

ou mais.

A populagdo inicial do estudo constava de cer-
ca 90 individuos, no entanto, foram excluidos
das andlises de pacientes cuja causa do obito
foi trauma cranioencefalico, doengas neuro-
degenerativas, acidente vascular encefalico ou
que apresentaram infec¢do por qualquer agente
infeccioso no encéfalo. Também foram exclui-
dos aqueles com prontuarios incompletos e/ou
auséncia de material de necropsia ou em mau

estado de conservacao.

Do arquivo de pegas anatomicas, foram retirados
fragmentos de duas regides cerebelares (Figura
1). Um fragmento do vérmis cerebelar posterior
(CBV), referente a regido IX, e um fragmento
do lobo posterior direito (CBL), regido HVIII
localizada entre a fissura secundaria e pré-
piramidal, paralela ao lobo VIII do vérmis. As
areas foram definidas de acordo com as subdivi-
soes de Larsell'2. Apos a analise macroscopica,
os fragmentos foram submetidos ao processa-
mento histologico e corados pela hematoxilina
e eosina (HE).

Todo o procedimento da analise morfométrica
foi realizado por um tnico observador ¢ de for-
ma “cega”, ou seja, as laminas foram avaliadas
aleatoriamente. Em cada regido, a analise de den-
sidade foi realizada por meio de contagem das cé-
lulas de Purkinje em toda extensao do fragmento
através de microscopico de luz convencional com

objetiva de 40x (0,14um). Em seguida, foram

capturadas imagens de toda a extensdo da cama-
da de células de Purkinje, utilizando o programa
analisador de imagens AxionVision (Zeiss, Ger-
many). A partir das imagens capturadas, foi obti-
da uma medida linear em pum através do sistema
analisador de imagens interativo Image J® (Natio-
nal Institutes of Health, Bethesda, EUA) (Figura
2). Apo6s a contagem total das células de Purkinje
e da medida linear total da camada foi possivel
obter a densidade, sendo os valores expressos em

nameros de células por micrometro (pm).

Para a determinagdo da espessura da camada gra-
nulosa, as imagens de todos os campos histologi-
cos foram capturadas por uma camera de video
conectada a um microscopio de luz convencional,
utilizando o programa AxionVision na objetiva
de 10x (0,54um). Posteriormente, a medida da
espessura da camada granulosa foi realizada utili-
zando o sistema Image J, sendo o valor expresso
em pm (Figura 2). Para execugao desse protocolo,
foi utilizada uma metodologia usada previamente
em nosso laboratorio, no qual foram realizadas 5
medidas por campo, sendo uma medida central,
duas nas extremidades e duas de pontos equidis-

tantes entre a medida central e da extremidade'.

Os resultados foram avaliados utilizando o pro-
grama GraphPad Prism 5.0. Em casos de distri-
buicdo normal e varidncia homogénea foi utiliza-
do o teste "t" de Student (t) para comparacdo de
dois grupos, sendo os valores expressos em mé-
dia + desvio padrdo (x+dp). Em valores com dis-
tribui¢do ndo normal ou normal e variancias ndo
semelhantes foi utilizado o teste ndo paramétrico
de Mann-Whitney (U). Nesse tipo de distribuicdo
os valores foram expressos em mediana e valo-
res minimos e maximos (Med, Min-Max). Foram
consideradas estatisticamente significativas as
diferencas em que a probabilidade (p) foi menor
que 5% (p<0,05).
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Figura 1 - Divisdo anatémica do cerebelo segundo as dreas funcionais de Larsell.

Fonte: adaptado de Manin'®,

Figura 2 - Andlise morfométrica do cerebelo de idosos e néo autopsiados no HC-UFTM no periodo de 2000 a 2018 utili-
zando o sistema Image J® (National Institutes of Health, Bethesda, EUA)

A: Camada molecular; B: Camada de Células de Purkinje; C: Camada de células granulares.
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RESULTADOS
A média de idade no grupo de idosos foi de 69,22

+ 7,44 anos e no grupo de ndo idosos foi de 34,78
+9,6 anos. A distribuigdo dos grupos em relagdo
ao género apresentou 40% dos pacientes sendo

do sexo masculino e 60% do feminino. Em

relagdo a etnia, 90% da amostra foi considerada

caucasiana e 10% de outras etnias.

Os individuos considerados idosos apresenta-
ram uma tendéncia de diminui¢do na densidade

das células de Purkinje tanto na regido CBV

Figura 3 - Densidade das células de Purkinje e a espessura da camada granular cerebelar de idosos e ndo idosos

autopsiados no HC-UFTM, no periodo de 2000 a 2018

(CBV: vérmis cerebelar posterior. CBL: fragmento do lobo posterior direito).

Figura 4 - A espessura da camada granular cerebelar de mulheres e homens idosos autopsiados no HC-UFTM, no periodo

de 2000 a 2018

(CBV: vérmis cerebelar posterior. CBL: fragmento do lobo posterior direito).
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(3,38 cél/um vs 4,86 cél/um) quanto na regidao
CBL (3,62 vs 5,32 cél/um) (Figura 3A-B), no
entanto ndo foi observada significancia esta-
tistica entre os grupos. Em relac@o a espessura
da camada granulosa, o grupo idoso apresen-
tou aumento em ambas as regides analisadas
(CBL: 261,80 vs 232,20pum; CBV: 258,10 vs
241,00um) (Figura 3C-D).

Na comparacdo entre os géneros, as mulheres
consideradas idosas apresentaram reducao sig-
nificativa na espessura da camada granulosa da
regido CBV quando comparada aos homens
idosos (198,50um vs 239,10um) (Figura 4). No
entanto, quando se analisa a regido CBL, o gru-
po feminino exibiu maior espessura da camada
células granulares (200,90um vs 181, 80um)
(Figura 4).

DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar os possiveis
efeitos do envelhecimento em promover alte-
ragdes histomorfométricas em um dos princi-
pais componentes do SNC, o cerebelo. Existem
relatos na literatura, de que organismos idosos
podem ser acometidos pela incidéncia de alte-
racdes histomorfométricas que atingem esse Or-
gao, tais como: mudangas no tamanho, nimero
e formato das células de Purkinje. Além disso,
redugoes da area de superficie de arborizacdo
dendritica também foram observadas, sugerin-
do que essas mudangas influenciam diretamen-

te no circuito elétrico cerebelar basico®%!H16,

As células de Purkinje sdo grandes neurdnios
GABA¢érgicos (Figura 2-B) que realizam si-
napses tanto com as células da camada mo-
lecular (Figura 2-A) quanto com ax6nios dos
neurdnios granulares (Figura 2-C)°. A analise
da densidade de Purkinje realizada no presente

estudo, nao nos possibilita afirmar com o devi-

do rigor estatistico que as alteragdes descritas
anteriormente em animais, também se fazem
presentes em humanos idosos. No entanto, &
passivel de destaque a tendéncia de reducdo
dessas células observadas em ambas regides
avaliadas nos individuos idosos, desse modo, ¢
necessario a realizacao de estudos complemen-
tares com o objetivo de melhor compreender o
impacto da densidade neuronal cerebelar e suas
possiveis consequéncias em atividades cotidia-
nas, tais como equilibrio, coordenagdo e desen-
volvimento motor, alteracdes frequentemente

observadas em idosos®%!%13,

A analise da espessura da camada granulosa ce-
rebelar evidenciou um aumento dessa nos indi-
viduos idosos, tanto na regido do vérmis quanto
no lobo posterior. O aumento da espessura da
camada granulosa também foi observada em
gatos por Zhang'!, o qual prop0s a incidéncia
de um aumento de aproximadamente 8% nos
animais mais envelhecidos. No entanto, esse
mesmo trabalho relatou redugdo de 22% na
densidade dos neurdnios que compde a mesma
camada granulosa, sugerindo o que parece ser
a existéncia de um mecanismo adaptativo com
objetivo de preservar o funcionamento do or-
gao ¢ minimizar os efeitos do envelhecimento.
Dessa forma, conforme ocorre a reducdo das
células de Purkinje e do numero de neurdnios
da camada granulosa, existe um processo de
hiperplasia e hipertrofia de astrécitos, produ-
zindo efeito neuroprotetor sobre o 6rgdo para
suprir os danos causados ¢ manter o desempe-

nho fisiologico'7.

Estudos recentes na area de neurociéncia tém
levantando a hipoétese de que além das altera-
¢oes relacionadas a idade, o processo de enve-
lhecimento pode progredir de maneira distinta

nos diferentes gé€neros, impactando em diver-
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sos 6rgaos do SNC como cérebro, tronco en-
cefalico e cerebelo'®?. Varios estudos, usando
técnicas de neuroimagem, como a ressonancia
magnética, relatam diferencas existentes nos
hemisférios cerebelares, no vérmis € na ponte
de homens e mulheres idosos?' . O estudo de
Raz e colaboradores®* revelou que mulheres
idosas apresentaram maior atrofia das regides
citadas acima quando comparadas aos homens
idosos. E esse resultado vai de encontro com os
nossos achados, pois as mulheres idosas apre-
sentaram reducdo significativa da espessura
da camada granulosa cerebelar. No entanto, a
regido do lobo posterior apresentou aumento,
e acreditamos que esse isso pode ser resulta-
do de um mecanismo adaptativo com objetivo
de preservar o funcionamento do 6rgdo!!. Em
relagdo as diferengas entre os géneros, os re-
sultados ainda sdo divergentes e esta longe de
serem esclarecidos, portanto mais estudos sdo

necessarios.

CONCLUSAO

As alteragdes histomorfoldgicas que acometem
diferentes regides cerebelares, como o0 aumento
da espessura da camada granular decorrente do
processo de envelhecimento sugere a existéncia
de um mecanismo adaptativo e compensatorio
para manutengdo do funcionamento do o6rgao.
Além disso, foi observado que existe uma di-
ferenga em relagdo ao género, apontando que o
processo de senescéncia parece atingir de ma-

neira distinta os diferentes sexos.
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