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RESUMO

SILVA, Aline Vasconcelos. Avaliacdo da expressao imuno-histoquimica de NGF
e TrkA durante o envelhecimento de glandulas salivares sublinguais humanas.
2020. 33 p. Trabalho de Conclusao de Curso (Especializacdo em Biotecnologia em
Saude T Vacinas e Biofarmacos) i Centro de Formacéo de Recursos Humanos para
0 SUS/SP; Instituto Butantan, Séo Paulo, 2020.

A saliva desempenha um papel importante na degluticdo, mastigagao e fala,
e é essencial para manter a saude bucal adequada. O processo de envelhecimento
diminui a producédo de saliva, causando uma condicdo chamada xerostomia, que é
um grande problema para os idosos. A literatura mostra que durante o
envelhecimento, o parénquima das glandulas salivares € substituido por gordura e
tecido conjuntivo. O fator de crescimento neural (NGF) e o receptor para NGF
(TrkA) sao sintetizados e secretados pelas glandulas salivares (GS); no entanto, o
papel fisiolégico dessas proteinas na saliva e na manutencdo das GS nao foi
totalmente elucidado. O objetivo deste estudo foi avaliar alteracdes na expresséao de
NGF e TrkA na GS sublingual (SL) durante o processo de envelhecimento. Os casos
foram divididos em dois grupos para comparacao: grupo de adultos, individuos entre
30 e 60 anos; e grupo de idosos, individuos acima de 60 anos. A expressao de NGF
e TrkA foi avaliada por imunoistoquimica. A analise quantitativa foi mensurada pelo
software Image J, pelo teste de Mann Whitney e pelo teste de correlacdo de
Pearson. Os dados qualitativos foram analisados pelo teste exato de Fisher.
Analisando as amostras de SL, observamos que a expressdao de NGF ocorreu
principalmente nas células serosas, nas células mucosas e nos ductos. A expressao
de NGF nos acinos serosos foi difusa, granular e citoplasmatica. Nos ductos estriado
e excretor, o NGF foi bastante expresso no citoplasma e apresentava um padréao
mais difuso do que granular. A expressao de NGF nas células da mucosa foi menor
quando comparada com as células serosas e ductais e predominantemente no
citoplasma, o padréo de coloracdo foi difuso e granular. O teste exato de Fisher
mostrou que houve maior nimero de casos marcados, no citoplasma dos ductos
excretor e estriado, no grupo adulto em comparacdo com o idoso (p=0,037). Além
disso, a expresséo granular foi maior nas células do ducto estriado de adultos em

comparacao com os idosos (p=0,043). O teste de Mann Whitney demonstrou que



nao houve diferenca na expressdo de NGF no grupo adulto comparado ao grupo

i doso (pO0O, 05) e o0 teste de Correla-«o d
correlacéo linear entre a idade dos individuos e a expressao do NGF. A expressao

de TrkA foi mais expressiva nos acinos mucosos e nos ductos. Nas células
mucosas, o0 TrkA foi expresso no citoplasma e na porcao peribasal de forma difusa

e granular. Nas células ductais, oTrkA foi expresso em quase todos 0s casos e 0

padrao foi citoplasmatico e granular. Nos acinos serosos, a marcacdo foi
predominantemente citoplasmatica e difusa. O teste exato de Fisher mostrou que a
marcacao granular das células do ducto estriado era maior no grupo de idosos do

que no grupo de adultos (p=0,033). Por outro lado, o padréo difuso foi maior nas

células do ducto estriado dos adultos se comparado aos idosos (p= 0,008). O teste

de Mann Whitney demonstrou que ndo houve diferenca na expressdo de TrkA no
grupo adulto comparado ao grupo idoso (pcC
Pearson, mostrou que nao houve correlacao linear entre a idade dos individuos e a

expressao do TrkA.

Palavras-chave: Glandula salivar. Fatores de crescimento. NGF, TrkA, imunoistoquimica.



ABSTRACT

SILVA, Aline Vasconcelos. Evaluation of immunohistochemical expression of
NGF and TrkA during the aging of human sublingual salivary glands. 2020. 33
p. Monograph (Specialization in Health Biotechnology - Vaccines and
Biopharmaceuticals) i Centro de Formacédo de Recursos Humanos para o SUS/SP;
Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2020.

Saliva plays an important role in swallowing, chewing and speaking, and is
essential for maintaining proper oral health. The aging process leaves to decrease of
saliva production causing a condition called xerostomia, which is a big problem for
the elderly. Literature shows that during aging the parenchyma of the salivary glands
is replaced by fat and connective tissue. Neural growth factor (NGF) and NGF
receptor (TrkA) are synthesized and secreted by salivary glands (SG); however, the
physiological role of these proteins in saliva and maintenance of SG has not been
fully elucidated. The aim of this study was evaluate alterations in NGF and TrkA
expression in sublingual SG (SL) during the aging process. The cases were divided
into two groups for comparison: adult group, individuals between 30 and 60 years
old; and elderly group, individuals over 60 years. NGF and TrkA expression were
evaluated by immunohistochemistry. Quantitative analysis was measured by Image J
softwar e, Mann Whitneyos T®e€estitQualitatide dRt@veeres o n 0 s
analyzed by Fisher's Exact Test. Analyzing the SL samples, we observed that NGF
expression occurred in serous, mucous and ducts cells. The NGF expression in
serous acini was diffuse, granular and cytoplasmatic. In both striated and excretory
ducts, NGF was quite expressed in the cytoplasm and had a more diffuse than
granular pattern. The NGF expression in mucosal cells was smaller and was
predominantly in the cytoplasm, the staining pattern was both diffuse and granular.
Fisher's Exact Test showed that there was higher labeling in striatal and excretory
duct cell cytoplasm in the adult group compared to the elderly one (p=0,037). In
addition, the granular expression was higher in the striatal duct cells of adults
compared to the elderly (p=0,043). Mann Whitney's test demonstrated that there was
no difference in NGF expression in the adult group compared to the elderly one
(pOO0.PeE®m)Y.sonds correlation test did not sho
expression of NGF. The TrkA expression was more expressive in mucosal acini and

ducts. In mucous cells, TrkA was expressed in the cytoplasm and in peribasal portion



diffusely and granularly. In ductal cells, TrkA was expressed in almost all cases and
the pattern was citoplasmatic and granular. In serous acini, the labeling was
predominant cytoplasmatic and diffuse. Fisher's Exact Test showed that the granular
labeling of striated duct cells was higher in the elderly group than in the adult one
(p=0,033). In contrast, the diffuse pattern was higher in striated duct cell of the adults
if compared with the elderly (p=0,008). Mann Whitney's test demonstrated that there
was no difference in TrkA expression in the adult group compared to the elderly one
( pOO0.PE®).sonbds c odidrnetlshaw lineancortelatisn between age and
expression of TrkA.

Keywords: salivary gland, growth factor, NGF, TrkA, immunohistochemistry.
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1. INTRODUCAO

A saliva tem um papel abrangente na manutencdo da saude, conforto e bem-
estar do organismo humano (SREEBNY, 2011). A saliva desempenha um papel
importante na degluticdo, mastigacao e fala, sendo essencial para a manutencao da
salude oral adequada. As atividades adicionais salivares incluem efeito anti-carie e
antifangico, protecdo fisica e imunoldgica para a mucosa oral e gastrointestinal.
Devido & essas importantes funcdes, alteracfes qualitativas ou quantitativas da
saliva podem causar prejuizo das funcbes orais e secura da mucosa oral, trazendo
desconforto, gengivite, carie dentaria e infeccdo fungica, afetando a qualidade de
vida do paciente (NAGLER, 2004).

A saliva é um fluido aquoso encontrado na cavidade oral, composto por uma
mistura complexa de produtos secretérios organicos e inorganicos (LIMA et al.,
2010).

A saliva humana é composta de 98% de agua e os 2% restantes consistem
de outros compostos, tais como os eletrolitos, lubrificantes (mucinas e proteinas
ricas em prolina), compostos antimicrobianos (Imunoglobulina secretoria A,
aglutinina, lisozima, lactoferrina, lactoperoxidase salivar, cistatina, histatina,
estaterina), varias enzimas (amilase, lipase, ribonuclease, protease) e fatores de
crescimento [Fator de Crescimento Epidérmico (EGF), Fatores de Crescimento
Transformador (TGF)-U e-b, Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF), Fatores de
Crescimento insulina-like (IGF) | e Il e Fator de Crescimento Neural (NGF)]. Os
componentes salivares facilitam a mastigacéo, a fala e a degluticdo, e iniciam o
processo de digestdo de certos tipos de alimentos por varias enzimas. Além disso,
protegem a mucosa oral e os dentes, e limpam as superficies. Deste modo, qualquer
condicdo que afete a composicdo e o volume de saliva secretada pode ter um
i mpacto negativo sobre a regi«o orofar2nge
vidao devido ao seu bem conheci deativelddei t o
decorre principalmente ao fato de as glandulas salivares produzirem e secretarem
uma quantidade extremamente elevada de EGF na cavidade oral, exibindo efeito
citoprotetor e proliferativo, ndo apenas para a mucosa oral, como também para o

esb6fago e parte baixa do trato gastrointestinal. Em pequenas quantidades, outros
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fatores de crescimento, tais como TGF-U, TGF-b, FGF, IGF-I, IGF-Il e NGF, também
séo relatados em vérias concentracfes na saliva (VARGA, 2012).

As proteinas salivares, hormonios, imunoglobulinas e proteinas
antimicrobianas sdo marcadores biologicos. A saliva apresenta quantidades
significativas de proteinas e &cidos nucléicos, que refletem o estado fisiolégico do
individuo e, por ser de facil acesso para coleta e andlises, auxiliam no diagnéstico de
doencgas (VUKOSAVLJEVIC, CUSTODIO, SIQUEIRA, 2011; LEE, H.Y.; WONG, T.D,
2009).

Estudos tem sido controversos, alguns demonstraram que morfologicamente
h& mudancas no parénquima das glandulas salivares com o aumento da idade em
individuos normais, havendo uma diminuicdo na quantidade de &cinos, células
secretoras de saliva, que sdo substituidas por tecido adiposo e fibrosos (VISSINK,
SPIJKERVET & AMERONGEN; VEERMAN et al., 1996). Existem outros estudos
que mostram que a funcdo das glandulas continua intacta em individuos idosos
saudaveis, sem o uso de medicamentos. Dessa forma, ainda € controverso na
literatura se a diminuicdo do fluxo salivar esta relacionada ao envelhecimento do
individuo por si s6 ou se estéa relacionada a presenca de doencas de base e ao uso
maior de terapia medicamentosa (BEN-ARYEH et al., 1984).

O primeiro indicio de que as glandulas salivares sofrem sim alteracdes com o
passar da idade, independentemente do fato de haver ou ndo consumo de
medicacdo € que existe uma substituicdo do parénquima glandular funcional por um
tecido adiposo e fibroso néo funcional, que vem acompanhado por uma reducéo na
producdo e na composicdo da saliva. (SCOTT, 1986; VISSINK, SPIJKERVET &
AMERONGEN; VEERMAN et al., 1996).

1.1 Glandulas salivares

As glandulas salivares podem ser divididas em glandulas paroétidas,
submandibular, sublingual e salivares menores (LOO et al.,, 2010, KAUFMAN &
LAMSTER, 2002). Podem ser mucosas ou serosas, de acordo com a quantidade de
mucinas ou proteinas que produzem. A secre¢cdo mucosa € mais produzida pelas
parétidas e a serosa pelas submandibulares e sublinguais (STRONG, 2006).

As glandulas salivares consistem em uma série de ductos ramificados, aca-



13

bando na porcéo secretora terminal, conhecida como &cino, de formato esférico ou
tubular. O ducto excretor principal, que desemboca dentro da cavidade oral, divide-
se progressivamente em ductos excretores menores interlobulares, que adentram
nos lébulos das glandulas. O componente predominante do ducto interlobular € o
ducto estriado, que determina maior modificacdo da saliva primaria (NANCI, 2008;
VARGA, 2012).

A saliva é liberada das células acinares direto para o limen dos ductos que se
ligam até a liberacdo na mucosa oral. Os ductos sdo denominados como intercalar,
estriado e excretor (JAEGER; FREITAS, 2016).

As células acinares sdo amplamente divididas em dois tipos: células serosas
e mucosas (VEERMAN et al., 1996). As células serosas possuem formato piramidal
com a por¢cdo basal junto ao estroma e seu apice em direcdo ao lumen. Nessas
células sdo secretadas ions, agua, proteinas e glicoproteinas que tem atividade
enzimatica e antimicrobiana. As células mucosas possuem formatos tubulares e séo
maiores que as ceélulas serosas e liberam mucinas e glico-conjugados. Em
associacdo pode haver semi-luas serosas conectadas com as células mucosas.
Estudos tém revelado que a composicao quimica e os padrdes morfologicos dos
granulos secretérios sdo muito diferentes quando comparamos as células serosas

com as células mucosas (AMANO et al., 2012).
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Figura 1. Representacao da glandula salivar mostrando os tipos celulares.

Glandulas salivares

Célula
mioepitelial

SO
[e]©]

Ducto intercalado ACINO MISTO

Fonte: Histology Text Atlas Book. 2019. Disponivel em:
<https://www.visualhistology.com/uncategorized/chapter-12-the-oral-cavity/>. Acesso em: 24 set.
20109.

Os ductos intercalados estdo em continuidade com a unidade secretora ter-
minal. Eles conectam as unidades secretoras terminais ao ducto estriado. A luz ou
limen da unidade secretora terminal é continua com a do ducto intercalado. Ao
microscopio de luz, o ducto intercalado é formado por uma camada de células
cuboides que apresentam nucleo central e citoplasma escasso Em razdo do
pequeno tamanho e da auséncia de caracteristicas especificas, os ductos
intercalados sao de dificil identificacdo em cortes histologicos (JAEGER; FREITAS,
2016).

Os ductos estriados sdo compostos por epitélio colunar simples, além de
conduzir a saliva tem como funcao secretar e reabsorver eletrolitos e 4gua do lumen.
Além disso, estudos ultra-estruturais, de células do ducto estriado tem demonstrado
a presenca de grande quantidade de vesiculas pequenas claras na porgéo apical do
citoplasma. Essas vesiculas expressam marcadores histoquimicos para endocitose
e transcitose (BARKA, 1980).

Os ductos excretores sao a porc¢ao final das glandulas salivares e transportam

7

a saliva para a cavidade oral. Sua estrutura € composta por epitélio pseudo-
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estratificado colunar com presenca rara de células caliciformes (MARTINEZ-
MADRIGAL, MICHEAU, 1989).

As células mioepiteliais sdo contracteis, associadas a unidade secretora ter-
minal e aos ductos intercalados das glandulas salivares. Sao células que possuem
caracteristica contractil das células musculares lisas, mas séo de origem epitelial. As
células mioepiteliais estdo localizadas entre a lamina basal e a membrana das
células secretoras ou ductais. Sdo unidas a essas células por desmossomos. A
contracdo das ceélulas mioepiteliais promove suporte das unidades secretoras
terminais durante a secre¢éo da saliva. Além disso, estdo envolvidas na expulsdo da
saliva das células secretoras em direcao ao sistema de ductos (JAEGER; FREITAS,
2016).

1.2 Alteragdes das glandulas salivares

1.2.1 Xerostomia

A xerostomia é a sensacdo subjetiva de boca seca, um sintoma que pode ou
nao ser acompanhado de hiposalivacdo, uma diminuicdo do fluxo salivar
(NAPENAS; BRENNAN; FOX, 2009).

A xerostomia, conhecida também como assialorréia, secura da boca ou boca
seca, é uma manifestacdo clinica da disfuncdo das glandulas salivares, decorrente
da idade avancada. Fox et. al. (1985) e Feio & Sapeta (2005) definem xerostomia
como uma sensacgao subjetiva de boca seca, consequente ou ndo da diminuicao da
funcdo das glandulas salivares, com alteraces quer na quantidade, quer na
qualidade da saliva.

Para Trombelli et al. (1992), Greenspan (1996), Nelson et al. (1998) e Papas
et al. (1998) a diminuicdo da producéo de saliva (xerostomia) também caracteriza
sintomas de lingua dolorosa, lisa, vermelha e atrofica; diminuicdo do paladar,
desconforto oral, dor, mucosite, aumento de incidéncia de caries e doenca
periodontal. Além disso, individuos com xerostomia apresentarem dificuldades no
uso de proteses, halitose grave, sindrome da ardéncia bucal, fissuras e rachaduras
na comissura labial, ulceracdo e dor; doencas fangicas, problemas com a fala,
diminuicao do pH e tamponamento salivar.

Segundo Meyer et al. (1937), embora a xerostomia possa afetar pessoas de
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vérias idades, é mais provavel que ocorra entre as pessoas idosas devido a varios
fatores etiolégicos, como alteracdes nas glandulas salivares decorrentes do
envelhecimento.

A xerostomia também possui etiologia relacionada aos habitos, como
tabagismo e alcoolismo, além de uma ampla variedade de farmacos, os quais au-
mentam a suscetibilidade da condicdo (SREEBNY; SCHWARTZ, 1997). Cerca de
70% dos adultos que estdo sendo submetidos a tratamentos farmacolégicos podem
desenvolver a xerostomia como efeito adverso (CIANCIO, 2004). Dentre estes,
destacam-se os individuos que tomam antidepressivos triciclicos, anticolinérgicos, U-
e b-bloqueadores, diuréticos, antipsicéticos, anti-histaminicos e anti-hipertensivos
(SCULLY, 2003; MIRANDA-RIUS et al., 2015).

A idade também é um fator importante na producao de saliva, sendo que nos

idosos a producéo de saliva € menor (STRONG, 2006).

1.3 Fatores de crescimento

Os fatores troficos ou de crescimento sdo moléculas, geralmente proteinas,
produzidas por diferentes tipos celulares, que regulam a biologia celular tanto em
tecidos embrionarios, como adultos (MORIS; VEGA, 2003).

As neurotrofinas (NT) estdo atualmente representadas pelo fator de
crescimento neural (NGF), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) e dois tipos
de neurotrofinas (NT) -3 e 4/5 (PEZET; MCMAHON, 2006).

As neurotrofinas exercem mudltiplas a¢Bes ja descritas em neurbnios e em
células efetuadoras, possuindo afinidade por duas classes de receptores: 0s
pertencentes a familia tirosina-quinases (TrkA, TrkB e TrkC) e o receptor p75 da
superfamilia de receptores para fator de necrose tumoral (TNF) (SCULLY & OTTEN,
1995).

Estas NTs atuam sobre as células sensiveis por meio de dois tipos de
receptores: os de alta afinidade, os Trks, e os de baixa afinidade, os p75. Os
receptores Trks séo glicoproteinas transmembrana com atividade tirosino-quinase
intracitoplasmatica (SHIBAYAMA; KOIZUMI, 1996).

Todas as neurotrofinas descritas ligam-se ao receptor p75, porém, com
diferentes cinéticas de ligacdo e menor afinidade em relagdo aos receptores Trk
(MCDONALD & CHAO, 1995; TERENGHI, 1999; IBANES, 1998). Os receptores Trk
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tém como caracteristica a presenca de dominios tirosino-quinases desencadeadores
da transducdo de sinais intracelulares. Sofrem dimerizacédo induzida pelo ligante,
ativando multiplos sinais que promovem manutencdo e sobrevivéncia neuronal
através da auto-fosforilacdo de dominios especificos (BARBACID, 1995; GARGANO
etal., 1997; SCULLY & OTTEN, 1995).

TrkA se expressa em uma subpopulagcdo de neurdnios sensitivos
(nociceptivos e termoceptivos) e simpaticos no sistema nervoso periférico (SNP), e
nos neurénios colinérgicos da regido basal do cérebro. Quanto ao receptor de baixa
afinidade, o p75, este é capaz de se ligar a todas NTs com semelhante afinidade e
tem uma distribuicdo muito ampla no sistema nervoso central (SNC) e no SNP
(HOEHNER et al., 1995). A familia de neurotrofinas nem sempre apresenta apenas
acao neuro-protetora. Por exemplo, a ativacdo de alguns receptores durante o
desenvolvimento neuronal precoce bloqueia a apoptose e promove a sobrevivéncia
e diferenciacdo celular. J& em neurdnios adultos, caso o receptor p75 seja expresso
na auséncia de TrkA ou se a razao p75/TrkA for alta, podem promover apoptose
(CHAO, 2003; BARDE, 2004).

Dentre as diferentes NT, o NGF é a mais estudada. Membro protétipo da
familia é constituido de 118 aminoacidos e possui peso molecular de 130 Kda. Sua

mol ®cul a ® composta de 3 subunidades (U,

pela atividade bi ol -gica e a subunidade

transformacdo do transcrito pro-NGF em sua f orma ati va.

apresenta funcdo conhecida (revisdo em SOFRONIEW et al., 2001). Embora se
conheca o papel tréfico do TrkA, a fungédo do p75 permanece controversa, havendo
evidéncias de que ele possa atuar tanto na diferenciacdo, como na morte celular,
dependendo do tecido que o expressa. Em alguns casos, o p75 causa apoptose,
sempre em resposta ao NGF; entretanto em outros casos, atua como protetor da
morte celular (DESCAMPS et al., 2001).

O NGF atua sobre neurénios do sistema nervoso central e fibras simpaticas e
sensoriais de fino calibre do sistema nervoso periférico (MORIS; VEGA, 2003).
Entretanto, diversos tipos celulares sdo capazes de produzir NGF durante o
desenvolvimento e na vida adulta. Dentre eles, podemos citar queratindcitos,
melandcitos, células musculares lisas, fibroblastos, células de Schwann. Também

ocorre sintese de NGF em o6rgdos como gbdnadas, tiredide, paratiredide e em

A
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glandulas exdcrinas como as glandulas salivares (revisdo em SOFRONIEW et al.,
2001).

Um nivel de NGF superior na saliva indica que a glandula salivar pode
desempenhar um papel importante na sintese ou secrecdo de NGF. Muitos estudos
demonstraram que as glandulas salivares s&o uma fonte importante de
neuropeptidios com variedade de atividades biologicas, tais como o fator de
crescimento epidérmico, o fator de crescimento de transformacdo e o fator de
crescimento semelhante a insulina, desempenhando um papel no controle
neuroendocrino de homeostase em tecidos lesionados (HANSSON and TUNHALL,
1986; MILLER et al, 1989; BERG et al, 1990; AMANO et al, 1993; PENSCHOW &
COGHLAN, 1993; MATHISON, DAVISON & BEFUS, 1994; ZELLES et al, 1995).

A diminuicdo no NGF do plasma e a baixa expressdo de NGF em receptores
periféricos de linfocitos nos idosos pode indicar alteracbes da atividade funcional
dessas células (GOMEZ-PINILLA, COTMAN & NIETO-SAMPEDRO, 1989;
ANTONELLI, BRACCI-LAUDIERO & ALOE, 2003).

2. OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi avaliar alteragbes qualitativas e quantitativas no
padrdo de expressao imunoistoquimico do fator de crescimento NGF e seu
respectivo receptor TrkA, na glandula salivar sublingual (SL) no processo de

envelhecimento humano.

3.METODOS

3.1 Coleta das Amostras

A coleta das amostras foi realizada no Servico de Verificacio de Obitos da
Capital de Sdo Paulo. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos (CAAE:26517914 31001 5505). Foram coletadas
glandulas SL de individuos do sexo masculino com idade entre 30 a 93 anos. Os
casos foram divididos em dois grupos para a comparacao:

Grupo de individuos adultos: individuos entre 30 e 60 anos de idade;

Grupo de individuos idosos: individuos com mais de 60 anos de idade.
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3.2 Processamento das amostras e microtomia

As amostras foram fixadas em formol tamponado a 10%. Os espécimes foram
desidratados em série de etanol em concentracdo crescente (70%, 80%, 95%,
100%) 1 hora em cada solucéo, diafanizados em dois banhos de xilol, de 1,5h cada
e embebidos em parafina liquida em dois banhos de 1,5h cada, através do uso do
processador automético de tecidos OMA DM-40 (OMA, Sao Paulo, Brasil). A
incluséo foi feita em parafina liquida através do uso do dispensador de parafina da
marca OMA, modelo 10-88 D (OMA, Sao Paulo, Brasil).

Selecionamos entdo um bloco de parafina de cada amostra para realizar os
cortes histologicos. Os cortes histolégicos foram realizados em um micrétomo
manual do modelo Accu-cut® SRM™ (Sakura, Alphen aan den Rijn, Holanda)
utilizando-se navalhas descartaveis. De cada bloco de parafina contendo o material
de bi-psia foram obtidos cortes seriados
realizacdo das técnicas de imunoistoquimica foram estendidos em laminas de vidro

pré-silanizadas da marca (Starfrost, Knittel Glaser, Bielefeld, Alemanha).

3.3 Imunoistoquimica

Realizamos reacfes imunoistoquimicas para os antigenos das seguintes
proteinas: NGF e TrkA. Para a realizacdo das reacbes os cortes foram
desparafinados em dois banhos de xilol: o primeiro por 30 minutos, e o segundo por
20 minutos, os dois na temperatura ambiente. A seguir, foram reidratados em série
descendente de etandis, a partir de duas passagens em etanol absoluto, seguidos
por duas passagens em etanol 95%, durante 2 minutos cada. Em seguida, os cortes
foram imersos em solucéo de hidréxido de aménio a 10% durante 10 minutos, para
retirada do pigmento formélico.

ApoGs a lavagem em agua destilada, as laminas receberam tratamento de
recuperacdo antigénica. Este procedimento tem por objetivo restabelecer os sitios
antigénicos e romper as ligagdes cruzadas promovidas pelo formol. O tratamento
utilizado para a padronizacdo dos dois anticorpos citados acima foi o de tampao
citrato 10mM em banho-maria a 95-100°C por 30min e 10min esfriando na
temperatura ambiente.

Apoés o tratamento, os cortes foram novamente lavados em agua destilada,
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em trés banhos de 5 minutos cada, e seguiram para o bloqueio da peroxidase
enddgena tecidual, para o qual foram realizados dois banhos de 15 minutos em
solucéo de perdxido de hidrogénio a 6%. Em seguida, os cortes foram novamente
lavados em trés banhos de 5 minutos cada com agua destilada, e foram imersos
uma vez em solugdo de TRIS (Tris- hidroximetil- aminometano) pH 7,4, por 5
minutos.

Tanto para o NGF como para o TrkA, as laminas foram entdo submetidas a
incubacdo com solucdo de BSA 1% (BSA a 1% diluido em TRIS-HCL pH 7,4 com
5% de Soro Fetal Bovino) por 30 min para bloqueio de reagfes inespecificas. As
laminas entdo foram submetidas aos anticorpos primarios, que também foram
diluidos em solucédo de BSA a 1%. A diluicdo usada tanto para o anticorpo anti-NGF,
guanto para o anticorpo anti-TrkA foi de 1:100. Em seguida, as laminas foram
lavadas em solucao tampéao TBST (TBST: solucao de Tris pH= 7,4 com Tween 20 a
2%), em dois banhos de 5 minutos cada. Como soro secundério e complexo terciario
para os anticorpos anti-NGF e anti-TrkA foi utilizado o kit HiDef (Cell Marque,
Rocklin, CA, USA). Para a reacdo de revelacdo, as laminas foram imersas em
solu¢do do cromogeno diaminobenzidina (Cell Marque, Rocklin, CA, USA) por 10
minutos. Os cortes foram entdo lavados em agua destilada e contra-corados com
hematoxilina de Mayer, por 1 minuto e novamente lavados em agua destilada.

ApoOs essa passagem as laminas foram desidratadas em cadeia ascendente de
etanois e diafanizadas em 3 banhos de xilol. As laminas foram entdo montadas em
Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ/USA), para exame ao microscopico de
luz.

Os controles negativos foram 0s mesmos casos usados como controle
positivo, que foram submetidos a reacdo imunoistoquimica descrita acima com
excecao da incubagdo com o anticorpo primario, que foi substituida pela solucao do
BSA a 1% sem o anticorpo primario.

3.4 Analise Qualitativa

Foi feita uma andlise descritiva do padrdo de marcacdo do NGF e do TrkA no
grupo de glandula analisado. Além disso, o Teste Exato de Fisher foi aplicado a fim
de verificar se havia alguma diferenca entre o grupo de adultos e o grupo de idosos

na avaliacdo dos parametros: positividade e negatividade, marcacdo nuclear e
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citoplasmatica e padrdo de marcacdo difusa e granular, para as células serosas,
mucosas e células ductais estriadas e excretoras. Em relagdo aos ductos, os testes
foram aplicados para avaliar se havia diferenca entre 0os grupos na marcagao no
[limen. Em relacdo as células mucosas também foi avaliado se havia diferenca entre
a marcacao na porcao basal das células (Ver Tabelas de Contingéncia em Anexo)
Para as andlises estatisticas o nivel de significAncia considerado foi de 5%. Os

testes foram realizados através do Software Bioestat 5.0.

3.5 Andlise Quantitativa

Realizamos as andlises de quantificacdo através do software WCIF Image J
(http://Iwww.uhnresearch.ca/facilities/wcif/imagej/installing_imagej.htm). Para tanto
foram selecionados 14 campos na objetiva de 200X, em uma lamina da mesma
amostra da glandula SL. Os campos para a quantificacdo foram obtidos em um
fotomicroscopio Axiophot, camara AxioCam MRc e software ZEN® (Carl-Zeiss,
Oberkochen, Germany) para posteriormente serem analisados pelo Software Image
J.

Em seguida abrimos o software. Abrimos as imagens adquiridas no
fotomicroscopio, através do comando File/Open. Calibramos a imagem para o
aumento em que foi obtida a imagem. Clicamos em Plugins/Spatial
calibration/Microscope Scale. Escolhemos a objetiva do microscopio de interesse.
Manter 1X1 no Camera Binning. Em seguida, clicamos em Global Calibration e
demos um ok. Subtraimos o fundo, clicamos em Process/Subtraction Background.
Mantemos Rolling ball status igual a 50 e deixamos clicado em White background,
clicamos em ok. Fizemos a deconvolu¢do da cor, clicamos em Plugins/Colour
functions/Colour deconvolution, no Vectors, escolhemos H DAB e clicamos em ok.
Esperamos um pouco, até abrir 3 janelas (verde, marrom e azul). Fechamos as
janelas azul e verde, mantendo somente a marrom. Mantivemos a imagem original
aberta (sem a deconvolucdo) para compara¢cdo ho momento de uso da subtracao
(Threshold). Clicamos na imagem marrom e transformamos em 8-bits. Para tanto,
clicar em Image/Type/8-bits. A imagem ficara preto e branco. Iniciamos o processo
de selecdo do que é considerado marcagdo positiva. Esse passo € essencial para
estabelecer o intervalo de tons que serdo selecionados, o qual sera aplicado para
todos os espécimes da amostra. Para tanto, clicamos em Image/Adjust/Threshold.

No Threshold, a linha superior de ajuste refere-se aos tons mais escuros e a linha
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inferior, dos tons mais claros. Selecionamos que intervalo da taxa de variagcdo de
tons Threshold) a ser utilizado seria de 0 a 180. Para quantificar a selecéo, clicamos
em Analyze/Analyze Particles, demos ok e anotamos a porcentagem da Area
fraction.

Para as analises estatisticas foram consideradas as médias obtidas a partir
dos valores quantificados para os 14 campos selecionados para cada amostra de
glandula salivar. Para cada campo selecionado, o software Image J calcula a
porcentagem de marcacao da proteina em relacdo a area total do campo. Dessa
forma os testes estatisticos foram realizados considerando-se a porcentagem
relativa de marcagdo de cada proteina estudada. O teste estatistico escolhido para
ver se havia diferenca na expressdo das proteinas estudadas entre o grupo de
adultos (individuos entre 30 e 60 anos) e o grupo dos idosos (Individuos com mais
de 60 anos) foi o de Mann-Whitney. O teste de Correlagdo de Pearson foi aplicado
para ver se havia correlagéo linear entre a expressdo do NGF e do TrkA e a idade
dos individuos. O teste t de Student foi usado para mostrar se havia diferenca na
expressdo do NGF e do TrkA nas amostras de GSL estudadas. Para as analises
estatisticas o nivel de significancia considerado foi de 5%. Os testes foram realizado

através do Software Bioestat 5.0.

4. RESULTADOS

4.1 Andlise da expressado imunoistoquimica

4.1.1 NGF

As analises qualitativas da expressdo do NGF nas Glandulas Sublinguais
(GSL) foram realizadas em 25 casos. O padrdo de expressdo do NGF nas GSL foi
bem semelhante quando comparamos o grupo de adultos com o grupo de idosos. A
analise das amostras, demostrou que o NGF foi mais expresso nos acinos serosos e
nos ductos. Houve pouca expressdo nas células mucosas (Ver Tabela de
Contingéncia NGF em Anexos) (Figura 2). Nas células serosas, o NGF se expressou
de forma predominante no citoplasma, a marcacao foi tanto difusa, quanto granular
(Figura 2C). Poucos casos apresentaram marcacao perinuclear, e nenhum caso
marcagao nuclear.

Nos ductos tanto no estriado quanto no excretor o NGF foi bastante expresso
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no citoplasma da célula e o padrédo de expressao foi um pouco mais difuso do que
granular. Em poucos casos observamos marca¢édo no limen dos ductos. Apenas um
caso apresentou marcacao nuclear (Figura 2 A e D).

Um ndamero menor de casos demonstrou expressdo do NGF nos acinos
mucosos (Ver Tabela de Contingéncia NGF em Anexos). A expressao foi tanto
difusa, quanto granular, predominantemente no citoplasma, com poucos casos
apresentando marcacao peribasal e apenas 1 caso com marcacéo nuclear (Figura 2
BeE).

Os adipdcitos foram positivos para o NGF na metade dos casos (Figura 2F).
Em nenhum dos grupos houve marcacgéo das células mioepiteliais.

Figura 2. Expresséo imunoistoquimica do NGF na glandula SL.

Fonte: préprio autor.
(A) adipdcitos, (S) acinos serosos, (ESD) ductos estriados, (M) acinos mucosos. (CT) tecido

conjuntivo e (EXD) ducto excretor.

O Teste Exato de Fisher mostrou que houve maior nimero de casos
marcados, no citoplasma das células do ducto estriado e excretor, no grupo de
adultos em comparagdo com o grupo de idosos (p=0,037). Além disso, o padrédo de
expressdo granular foi maior nas células do ducto estriado dos adultos em

comparacdo com os idosos (p=0,043). Para os demais parametros nao houve

di feren-a estatisticamente significante

em Anexos).

(p
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Na andlise quantitativa os resultados obtidos através do software Image J
demonstraram o0s seguintes resultados para expressdo NGF nas GSL: foram

quantificados 25 casos, 11 casos de adultos (de 30 a 59 anos) e 14 casos de idosos
(de 60 a 93 anos).

Figura 3. Diagrama de Dispersao da expressdo do NGF nas GSL pela idade dos
individuos.
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Fonte: préprio autor.

O grafico de dispersdo demonstrou que a expressdo do NGF na GSL ficou na
maioria dos casos, abaixo dos 10%. O teste de Mann Whitney demonstrou nao

haver diferenca estatisticamente significante na expressdo do NGF nos dois grupos
analisados, p=0,27.

Figura 4. Diagrama de Correlacdo Linear de Pearson da expressao do NGF nas

GSL pela idade dos individuos.
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Fonte: préprio autor.
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O teste de correlagcdo de Pearson mostrou ndo haver correlagdo linear entre a
idade dos individuos e a expressédo do NGF (r(Pearson)= -0,16, p=0,42).
A média de expressdo do NGF nas GSL foi de 9,45%, 9,97% nos adultos e

9,04% nos idosos.

4.1.2 TrkA

As andlises qualitativas para o TrkA foram realizadas em 26 casos de GSL. O
TrkA se expressou em todos os componentes glandulares. Os 4cinos mucosos e 0S
ductos foram os que mais expressaram o TrkA e o padrdo de marcacdo foi na
maioria citoplasméatico e granular (Ver Tabela de Contingéncia TrkA em Anexos)
(Figura 4). Em poucos casos houve marcagdo nuclear e em 1 caso marcagao
perinuclear.

Nas células mucosas, o TrkA se expressou de forma difusa e granular, sendo
a maioria granular (Figura 4 A e B). A expressao se localizou no citoplasma e na
porcdo peribasal das células, e em 1 Unico caso no nucleo.

Nas células ductais, 0 TrkA se expressou em praticamente todos 0s casos,
com excecédo de 1 no grupo de adultos. A marcacéao foi predominante no citoplasma,
CcOm poucos casos com marcacao nuclear ou perinuclear. O padrao foi mais granular
do que difuso. Em muitos casos foi observado marcagéo no lumen (Figura 4 D, E e
F). Nos acinos serosos a marcacéo foi predominante citoplasmatica, com apenas
1 caso com marcacéao perinuclear e nenhum com marcacéo nuclear. A marcacao foi
muito mais difusa do que granular (Figura 4 C e F).

Os adipdcitos foram negativos para o TrkA em todos os casos de GSL tanto
no grupo de adultos como no grupo de idosos, assim como as células mioepiteliais
(Figura 4 F).
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Figura 5. Expresséo imunoistoquimica do TrkA na glandula SL.
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Fonte: préprio autor.

(A) Adipécitos,(S) acinos serosos, (ESD) ductos estriados, (M) acinos mucosos, (CT) tecido
conjuntivo e (EXD) ducto excretor.

O Teste Exato de Fisher mostrou que houve diferenca estatisticamente
significante a nivel dos 5%, entre 0s grupos, na marcacdo granular das células do
ducto estriado, e que houve maior nimero de casos com esse padrao no grupo de
idosos do que no grupo de adultos (p=0,033). Em contrapartida houve diferenca na
marcacao difusa das células do ducto estriado, que teve maior niumero de casos
com esse padrao no grupo de adultos do que no grupo de idosos (p=0,008). Para os
demais par©metros n«o houve diferen-a
Tabela de Contingéncia TrkA em Anexos)

A andlise quantitativa obtida através do software Image J demonstrou os
seguintes resultados para expressao TrkA nas GSL: foram analisados 26 casos,12

casos de adultos (de 30 a 59 anos) e 14 casos de idosos (de 60 a 93 anos).

est al
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Figura 6. Diagrama de Dispersdo da expressdo do TrkA nas GSL pela idade dos
individuos.
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Fonte: préprio autor.

O grafico de dispersdao demonstrou que a expressdo do TrkA nas GSL foi
baixa e ficou na maioria dos casos, abaixo dos 5%. O teste de Mann Whitney
mostrou ndo haver diferenca estatisticamente significante na expressao do TrkA nas
GSL entre os dois grupos analisados, p=0,15.

Figura 7. Diagrama de Correlagdo Linear de Pearson da expressao do TrkA nas
GSL pela idade dos individuos.
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Fonte:préprio autor.

O teste de correlagdo de Pearson mostrou nao haver correlagao linear entre a
idade dos individuos e a expressao do TrkA (r(Pearson)= -0,31, p=0,11). A média de
expressao do TrkA foi de 2,84% nas GSL, 4,67% no grupo de adultos e 1,27% no
grupo de idosos.
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Figura 8. Diagrama da média de expressdo do NGF e TrkA nas GSL de acordo com

cada caso avaliado.
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Fonte: préprio autor.

O teste t de Student mostrou que houve uma maior expressao do NGF do que
do TrkA nas amostras de GSL estudadas (p=0,04), (Ver tabela de Expressao de

Fatores de Crescimento em Anexos)

5. DISCUSSAO

Muitos trabalhos tém demonstrado que as glandulas salivares sdo uma
importante fonte de fatores de crescimento como o NGF, o TGF, o IGF e o FGF, que
exercem um papel importante no controle neuroenddécrino do organismo e na
homeostasia dos tecidos lesionados da orofaringe e do trato digestorio, além de
exercerem uma acdo autdcrina e paracrina nas préprias glandulas salivares
(KAGAMI et al., 2000).

O NGF é um fator essencial na diferenciacdo das células neurais, entretanto
os alvos para o NGF incluem células de origem nao-neural, como as células
pancreaticas tipo beta, células do ovario e células ptuitarias (TAKEUCHI et al.,
2003). A alteracdo dos niveis de NGF em varios tecidos apdés desnervacdo ou
cultura in vitro foi tomada como evidéncia de seu importante papel na regeneracao
neuronal (RICHARDSON and EBENDAL, 1982 apud ZELLES et al., 1995). O papel
patofisiologico do NGF nas glandulas salivares ainda néo foi totalmente elucidado.
Takeuchi et al (2003) mostrou que o sistema NGF-TrkA tem um papel importante na

diferenciacéo de células acinares de parétida cultivadas in vitro. Além disso, existe
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um conceito na literatura de que 0s nervos sensoriais e autbnomos que enervam as
glandulas salivares contém muitos neuropeptideos que podem ter um papel
complementar no desenvolvimento das células acinares e na sua maturacao
funcional (HOKFELT, 1991).

Nesse trabalho estudamos a expressédo imunoistoquimica do NGF e do TrkA
nas GSL. Foram realizadas analises qualitativas e quantitativas, a fim de comparar
se haviam diferencas na expressdo dessas proteinas entre o grupo de adultos e o
grupo de idosos. A literatura mostra que estudos sobre esse tema sao importantes,
pois possivelmente esses fatores tem um papel muito importante na manutencao da
integridade das mucosas oral e gastrointestinal e também na manutencdo das
proprias glandulas salivares (ZELLES et al., 1995). A diminuigdo na producéo e
secrecdo desses fatores pode estar relacionada ao processo de envelhecimento e
consequentemente a distirbios na manutencdo e integridade das glandulas
salivares, da mucosa do aparelho digestivo e no processo de digestdo (ZELLES et
al., 1995).

Observando os dados da expressdo do NGF, nas GSL observamos que a
marcacao foi mais expressiva nos acinos serosos e nos ductos do que nos acinos
mucosos. Naesse et al. (2013), analisaram a expressdo do NGF nas GSL e
observaram que ele teve maior expressdo no citoplasma das células ductais,
corroborando com os dados obtidos através desse estudo. As andlises das GSL
mostraram que o padréo de expressao nas células ductais foi difuso e citoplasmatico
com pouca marcacao nuclear, dados também encontrados no estudo de Naesse et
al. (2013). A pesquisa de Schenck et al. (2017) corrobora com os resultados de
Naesse et al. (2013) ao afirmar que a expressdo de NGF foi mais visualizada nas
células ductais do que nas células acinares. Entretanto, o estudo de de Vicente et al.
(1998) mostrou que ndo houve expressdo do NGF nas glandulas sublinguais
humanas e tampouco nas glandulas submandibulares e parétidas, indo contra os
resultados do nosso estudo.

Comparando a expressao quantitativa do NGF nas GSL, no grupo de adultos
com o grupo de idosos, observamos que ndo foram detectadas diferencas
significativas, o que foi confirmado pelo teste de Mann Whitney. O teste de
Correlacdo de Pearson, demonstrou que n&o houve correlacdo linear entre o

aumento da idade e o aumento ou a diminuigcdo da expressdo do NGF. Entretanto,
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quando analisamos isoladamente as células dos ductos estriado e excretor
observamos que houve uma maior numero de casos que expressaram o NGF no
citoplasma celular no grupo de adultos comparado ao grupo de idosos, além disso o
padrdo granular nessas células foi maior no grupo de adultos do que no grupo de
idosos. Esse dado sugere que exista alguma alteracdo na produgdo e expressao
desse fator durante o processo de envelhecimento e que, possivelmente essas
alteracbes estejam acontecendo as custas do componente ductal. A maior
quantidade do padrdo granular observada nas células ductais do grupo de adultos,
corrobora com a hip6tese de que ocorra uma diminuicdo da producdo do NGF nas
células ductais com o processo de envelhecimento. Assim, possivelmente em
individuos idosos deve haver uma maior expressdo do NGF nas células serosas e
mucosas e uma menor expressdo nas células ductais, visto que nas analises
quantitativas nao foi possivel identificar diferencas na expressdo do NGF entre o
grupo de adultos e o grupo de idosos. O trabalho de Nam et al., 2007, mostrou que
houve diminuicdo nas concentracfes de NGF da saliva produzida pelas glandulas
submandibulares de humanos com o aumento da idade, entretanto essa diminuicao
do NGF néo foi observada na saliva produzida pelas glandulas parétidas e quando
0s pesquisadores consideraram o volume total de saliva produzida por todas as
glandulas salivares.

Quando analisamos a expressao do TrkA nas GSL verificamos que também
houve uma expressdo mais significativa nas células ductais e células mucosas
guando comparamos com as células serosas. Naesse et al. (2013) analisaram a
expressdo do TrkA em GSL e verificaram que essa proteina se expressou na
maioria dos casos nas células ductais e que houve uma pequena expressado dessa
proteina nas células acinares mucosas e serosas. Ja no estudo de Vicente et al.
(1998) o TrkA foi expresso apenas nos ductos estriados e excretores, com
intensidades variaveis. Schenck et al. (2017) também observou que o TrkA se
expressou mais fortemente nos ductos de todos os tipos de glandulas salivares
humanas e que houve uma escassa expressdo nos acinos. O teste de Fisher
demonstrou que nas células do ducto estriado o padréo granular foi maior no grupo
de idosos e o padrao difuso foi maior no grupo de adultos. Analisando os dados
guantitativos observamos que nao houve diferengca na expressédo do TrkA, quando

comparamos 0 grupo de adultos com o grupo de idosos. Além disso ndo houve
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correlacdo entre o aumento da idade e o aumento ou a diminui¢do da expressao do
TrkA.

Quando analisamos as células mioepiteliais observamos que n&do houve
expressdo do NGF e do TrkA em nenhum dos casos analisados, contrariando o
estudo de Naesse et al. (2013), no qual as células mioepiteliais se expressaram
positivamente para o NGF, e o estudo de Vicente et al. (1998) onde as células
mioepiteliais se expressaram positivamente para o TrkA.

O teste t, mostrou que a expressao do NGF foi muito maior do que a do TrkA
nas amostras de GSL analisadas, mostrando que nesse grupo de glandulas h&
maior expressdo do NGF do que do seu receptor.

6. CONCLUSAO

1- O NGF se expressou tanto nas células serosas, como nas células mucosas e nos
ductos.

2- Houve maior numero de casos marcados pelo NGF no citoplasma das células do
ducto estriado e excretor, e do grupo de adultos em comparagdo com o grupo de
idosos.

3- O TrkA se expressou tanto nas células serosas, como nas células mucosas e nos
ductos.

4- As andlises quantitativas demonstraram que ndo houve diferenca na expressao
do NGF e do TrkA entre o grupo de adultos e o grupo de idosos.

5- Houve uma maior expressdo do NGF do que a do TrkA nas amostras de GSL
analisadas.
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ANEXOS
Tabela de Contingéncia - NGF
Cél. | Cél. | Ducto | Ducto Cél.
SerosgMucosgEstriadg ExcretonAdipdcitos| Mioepitelial

Sim 11 8 11 11 4 0

Houve Adultos == o | 3 | o | o 7 11
marcacado? ldosos Sim 13 7 9 9 8 0
Né&o 1 7 5 5 6 14

Adultos Si~m 11 8 11 11 ork ek

Marcacéao Nao 0 3 0 0 X xx
citoplasmatica Sim 13 7 9 9 ok ok
ldosos ™z 1 | 7 | s 5 ot ot

Adultos SiNm 11 6 9 10 oxk ok

Marcagéo Nao 0 5 2 1 b ok
difusa Sim 13 6 9 8 ok oxk
ldosos —z5— 1 | 8 | s 6 - ¢

Sim 8 6 6 6 ok Hokk

Marcagéo Adultos Né&o 3 5 5 5 b ok
granular Sim 11 3 2 6 ok hk
Idosos x5 3 | 11| 12 8 ok ok

Adultos Sim 0 1 0 1 ork ek

Marcagéo Nao 11 10 11 10 ok b
nuclear Sim 0 0 0 0 o o
ldosos 'z 14 | 14 | 14 | 14 rix ik

i *k% *%k% *kk *kk

Marcagao Adultos ,3 gg i 5 - - o -
per?nuclear/ S 5 1 . e — —
peribasal Idosos NER 3 13 - - - -
Sim *kk *kk 1 2 *kk kK

Marcagao Adultos Nao ok i 10 9 o o
limen Sim Hxk Hxk 4 3 o o
1d0S0S g0 w+ | w+ | 20 | 1 o e




40

Tabela de Contingéncia - TrkA

Cél. | Cél. | Ducto | Ducto Cél.
SerosgMucosgEstriadd Excretof Adipécitos| Mioepitelial

Sim 9 12 11 12 0 0

Houve Adulos —gz— 3 | o | 1 0 12 12
marcacdo? ldosos Sim 11 13 14 14 0 0
Né&o 3 1 0 0 14 14

Sim 9 12 10 12 Rk ok

Marcagéo Adultos Né&o &l 0 2 0 ok ok
citoplasmatica ldosos Sim 11 13 14 14 ok ok
Né&o 3 1 0 0 ok ok

Sim 9 7 9 7 ook oxk

Marcagéo Adultos Né&o 3 5 3 5 ok ok
difusa Sim 11 6 3 3 ok Hoxk
Idosos —75 3 8 1n | n ik ik

Sim 1 11 8 11 oxk Hoxk

Marcagéo Adultos Né&o 11 1 4 1 ok ok
granular ldosos Sim 4 13 14 13 ok ok
Né&o 10 1 0 1 ok ok

Sim 0 0 0 0 oxk Hoxk

Marcacao Adultos Né&o 12 12 12 12 ok L
nuclear Sim 0 1 3 2 ok oxk
ldosos —Nzo] 14 | 138 | 11 | 12 ok e

S|m 0 5 *kk *k% *%kk *k%

Marcacgéo Adultos NER 12 7 . - - -
peranCIear/ Slm 1 3 *kk *kk *kk *kk
Slm *kk *kk 3 9 *k%k *kk

Marcacao Adultos Né&o ok ok 9 3 ok ok
Iumen Slm *k%k *%k 6 8 *kk *kk
Idosos NER o _ 8 5 o -




Tabela de Expresséo dos
Fatores de Crescimento

Caso NGF TrkA
1 4,41 0,09
4 26,2 0,06
5 11,2 0,2
6 3,67 0,6
7 9,63 1,27
8 45,59 0,36
9 16 0,63
10 4,35
11 0,64 3,52
12 0,74 15,69
13 1,27 0,34
14 7,37 0,65
16 1,13 0,08
17 6,34 0,78
18 5,25 0,03
19 0,19 0,68
20 6,54 0,3
22 2,02 2,29
23 6,04 2,01
24 4,34 5,16
25 1,35 22,9
26 7,27 5,48
27 6,25 0,97
28 45,3 1,92
29 3,3 22.89

30 14,2 3,54
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