CELULAS BINUCLEADAS NO NUCLEO DO NERVO HIPOGLOSSO
HUMANO ATRAVES DOS GRUPOS ETARIOS

CecIL Jost Rezze *

Durante muito tempo foi considerada como praticamente nula a capa-
cidade de reprodugdo dos neurdnios no sistema nervoso central de mamife-
ros adultos. Entretanto, desde fins do século passado varios trabalhos tém
demonstrado a viabilidade da divisio de células nervosas diferenciadas.

Parece ndo haver duvidas quanto ao aparecimento de células nervosas
binucleadas e multinucleadas no sistema nervoso de vertebrados, particu-
larmente de mamiferos, inclusive ¢ homem. Os trabalhos de Rand e Cour-
ville3?, 40, Ivanov?é, Afanasiev e Kotovsky! e Kirsche?® permitem considerar
como definitivamente aceita a existéncia de tais células. Discute-se o seu
significado, isto é, se estariamos diante de processo de divisdo celular mi-
totica ou amitética indicando regeneracdo de células nervosas diferencia-
das ou indiferenciadas, ou se a divisio nuclear e nucleolar nfdo indicaria
apenas uma forma de defesa, sem chegar a divisdo do citoplasma. Roussy
e Mosinger+® admitem que a célula binucleada possa resultar da fus@o de
dois elementos uninucleados.

Células bi- e multinucleadas tém sido descritas no sistema nervoso do
homem em determinadas doencas como neurossifilis (Spielmeyer#6), atrofia
muscular infantil (Greenfield e Sterni8), em pacientes com sifilis (Lher-
mitte e Trelles3s, Andrew4, Gerebtzoff!5), na deméncia senil (Riese e
Zfass#?), em casos de parkinsomismo conseqiiente a encefalite letargica e
na paralisia agitante idiopatica (Greenfield e Bosanqueti?). Varios autores
tém relacionado o aparecimento dessas células com o estimulo que de algu-
ma forma essas doenc¢as imprimiriam & divisdo nuclear dos neurénios. Par-
ticularmente na sifilis tem sido apontada a toxina do treponema como a
responsavel pelo aparecimento de células binucleadas. Stigliani*® encontrou
namero expressivo destas células nos nucleos supra-6ptico e paraventricular
no hipotilamo de um homem que apresentava cirrose hepatica. Assinala a
divisdo do nucleo por constricio e a posterior divisdo de células que ja apre-
sentavam certos processos de necrobiose. O mesmo autor relata o encontro
de células binucleadas, apenas uma ou duas, no hipotidlamo do homem em
outros processos patologicos e 0 mesmo no hipotilamo de cobaio, coelho e céo
por éle estudados. Também Roussy e Mosingers? descrevem células bina-
cleadas no hipotdlamo do homem, do cobaio e do cdo. Botar? encontra

Departamento de Anatomia Descritiva e Topografica da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo (Prof. Odorico Machado de Sousa): * Professor As-
sistente.



248 ARQ. NEURO-PSIQUIAT. (840 PAULO) VOL. 24, N 4, DEZEMBRO 1966

cérca de 1% de neurdnios binucleados em ganglios simpaticos do homem,
considerando-os como elementos jovens em divisdo celular.

Em macacos inoculados com virus de poliomielite, Bodian® encontrou
neurdnios bi- e multinucleados na substancia reticular, em varios nicleos
de nervos cranicos, na medula espinal e em ganglios espinais. Também
Andrew’, em macacos submetidos a virus mortos de poliomielite, encontrou
células binucleadas em ganglios de plexos autdnomos. Jaryguin2? compro-
vou a existéncia de células binucleadas no ganglio cervical superior de coe-
lhos adultos e analisou a quantidade de RNA e DNA destas células con-
cluindo que as mesmas nao estavam em processo de divisdo celular, salien-
tando a necessidade de ser estudado seu verdadeiro significado citofisiolégico.

Em animais desenvolveram-se estudos experimentais visando avaliar a
capacidade de divisdo dos neurdmios. Os trabalhos vém desde os fins do
século passado e recentemente ganharam noévo impulso com vistas aos pro-
blemas de regeneracio do sistema nervoso em mamiferos. Pesquisadores,
lesando partes do sistema nervoso (decorticagio cerebral, aplicagdo local de
substancias irritativas ou inclusdo de corpos extranhos), tém demonstrado
divisio do nucleo produzindo células bi- ou multinucleadas sem divisdo de
citoplasma, divisdo celular completa por processo mitético ou amitético.
Neste sentido, os trabalhos de Schereiber e Wengler44, Grafoval?, Gladky?¢,
Afanasiev e Kotovsky! documentam figuras de mitose em neurénios do cér-
tex de ratos brancos. Kirsche?s, estudando peixes e mamiferos, conclui
que a divisdo celular pode ser feita por mitose ou amitose, a partir de célu-
las diferenciadas ou indiferenciadas do sistema nervoso. Analisando as cé-
lulas binucleadas éste autor assinala que as mesmas nao evolverao necessa-
riamente para uma divisdo citoplasmatica, assertiva ja apresentada anterior-
mente por Jaryguin.

No homem o equivalente a essas pesquisas é o estudo das lesGes trau-
méticas encefalicas e medulares. Gaupp!t reaviva o tema que ja havia sido
tratado por autores mais antigos. Rand e Courvilles? 40 encontram neurd-
nios bi- e multinucleados proximos as margens da lesdo, mesmo 17 anos
apés o traumatismo e, no caso de lesbes antigas, embora prevalecessem as
células binucleadas, ainda eram encontrados elementos multinucleados; a
divisao nuclear era feita por uma constric¢cdo seguida da divisdo total do
nucleo, em neurdnios diferenciados, que mostravam inicio de alteracbes ne-
crobidticas; concluem os autores que a divisdo citoplasmatica nao se efetua,
sendo a multinucleacdo um processo positivo, porém abortivo, na recupera-
cdo celular. Para Rand e Courville, produtos originados de necrose ou alte-
racles circulatorias poderiam desencadear a divisio nuclear, sendo tal agen-
te inespecifico pois a multinucleagdo ocorre também nas imediagbes de he-
morragias cerebrais intensas. Esse produto inespecifico ndo nos parece ser
o fator de crescimento do sistema nervoso isolado por Levi-Montalcinis¢ a
partir do sarcoma 180 e 37, utilizado em suas experiéncias com embrido de
galinha, porque em camundongos que tinham mais de 9 dias de idade esta
autora ndo observou divisdo celular, embora houvesse hipertrofia dos neu-
rénios simpaticos. Courvillel?, estudando a acdo do glioma maligno no en-
céfalo humano, encontra neurdnios bi- ou multinucleados no coértex cerebral
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nas margens do tumor e explica o achado como uma alteracdo agdnica tran-
sitéria das células e ndo como uma degeneracdo neoplésica.

Em resumo, existem numerosos trabalhos, desde os que mostraram a
simples existéncia de células binucleadas até aquéles que demonstram uma
divisdo celular completa de neurdnios em individuos adultos. O tema avan-
¢a para a regeneracdo do sistema nervoso central, salientando Ivanov2é a sua
importancia porque devemos estudar as causas que atuam na divisio neu-
ronal e descobrir as condi¢gdes que a propiciam; a negacdo aprioristica do

fendmeno regenerativo é um pretexto para nio se pesquisar o assunto a
fundo.

Compreende-se a importancia do tema quanto as alteracdes que ocorrem
na seniliadde, mormente quando consideramos os trabalhos de Inukai?s,
Loo% e Andrew? 3,6 que encontram células bi- e multinucleadas sOmente
em animais velhos. Propuzemo-nos, entfo, a estudar estas possiveis modi-

ficacbes no homem, da infancia & senilidade.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 26 medulas oblongas humanas retiradas de individuos brancos
e masculinos, cujas idades variavam de 4 meses a 86 anos. A classificacdo dos in-
dividuos do ponto de vista étnico fol baseada nos caracteres somaticos externos es-
senciais.

A fim de lograr homogeneidade na amostra excluimos os cadaveres de indivi-
duos com estados mérbidos que pudessem alterar especlficamente o numero de cé-
lulas do sistema nervoso central ou de tdda massa corpérea (tumores cerebrais,
amolecimentos cerebrais, meningites e meningencefalites, poliomielite, malformacdes
congénitas ou adquiridas); excluimos também os casos de tumores em geral e os
estados caquéticos por moléstias ou desnutricio. O elemento fundamental para o
diagnéstico foi o exame andtomo-patolégico complementado, quando possivel, pelo
estudo do prontuario de evolucdo clinica.

O material era fixado em soluco de formol a 10%, sendo a medula oblonga
incluida em celoidina. Cortes seriados transversais (perpendiculares ao eixo anato-
mico do tronco encefélico) com 30x de espessura foram corados pelo método de Pal-
-Weigert modificado por Erhart, sendo usado o picro-carmim para coloracio de
fundo.

O nucleo do nervo hipoglosso era localizado e, com aumento de 80 vézes, dese-
nhdvamos o contérno dos nicleos esquerdo e direito e seus subntcleos. A seguir,
com aumento de 320 vézes identificAvamos os corpos celulares que eram contados
desde que apresentassem citoplasma, niicleo e nucléolo evidentes. Contdvamos sepa-
radamente as células do lado esquerdo e direito.

Em trabalho anterior (Rezze*'), no qual utilizamos o mesmo material histols-
gico, fizemos a contagem integral do numero de células em 9 casos (3, 5, 6, 17, 18,
19, 23, 24 e 25). A partir dos dados assim obtidos, desenvolvemos célculos estatisti-
cos que nos permitiram usar uma em trés seccdes, contando cérca de um térco do
namero de células de cada nucleo. Portanto, os demais casos néo referidos acima
estdo nestas condicées.

Para o estudo das células binucleadas utilizamos aumento de 800 vézes com
objetiva de imersédo. No mesmo corte em que a célula binucleada era encontrada
faziamos mensuracdo dessa célula e de 10 outras ai existentes. Avalidvamos os
diametros maitor e menor de cada corpo celular e de cada nucleo, medidos em sen-
tido ortogonal.
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A anéilise estatistica dos diametros das células uni- e binucleadas foi feita me-
diante comparacio de médias usando a curva de “Student”, a um nivel de signifi-
cancia de 5%.

RESULTADOS

Encontramos 33 células binucleadas para um total de 202.910 células contadas,
nao havendo distribuicdo preferencial delas em relacao aos grupos etarios (Quadro
1). As células binucleadas se diferenciavam das demais, fundamentalmente, pela
apresentagao de dois nucleos cada um dos quais possuia um nucléolo. A forma
do corpo celular tendia ao retadngulo, ao losadngo, a elipse e ao oval enquanto que
as células uninucleadas, além destas, apresentavam, com freqiiéncia, as formas es-
trelada, trilangular e arredondada. Os caracteres do citoplasma, nucleo e nucléolo
nao diferiam entre as células uni- e binucleadas a nédo ser pelas dimensfes. Assim,
estas células mostravam-se com citoplasma bem corado, com granulos de Nissl gran-
des, membrana nuclear evidente e nucléolo central ou ligeiramente excéntrico, co-
rado em negro. Nucleo quase sempre eliptico podendo ser arredondado, por vézes
com a membrana nuclear enrugada. Nao observamos nicleos lobados ou com outras
indicacdes de divisdo amitética ou mitotica. A cromatina era fina e rendilhada na
sua distribuicdo dentro do nucleo.

As células de individuos com mais de 50 anos apresentavam depésito de pig-
mento de coér amarelada, a lipofucsina ou pigmento de uso. A deposicdo era tanto
mais intensa quanto mais avancado o grupo etArio, dando-se sob a forma de finos
granulos, dificeis de se identificar quando em pequena quantidade, facilmente visi-
veis quando éstes se reuniam formando conglomerados dentro do citoplasma. =Bste
ultimo mostrou aspecto de certa homogeneizacdo em alguns individuos senis, com
granulos de Nissl menos evidentes. O nucléolo apresentou-se discretamente menos
coravel, aparecendo mais claro. Os vacuolos eram raros o que fazia supor a exis-
téncia de um material retirado pelos solventes usados na técnica histolégica. Duos
caracteres descritos, apenas a deposicdo de lipofucsina era elemento privativo das
idades mais avancadas, sendo que as demais alterac¢des também ocorreram em al-
guns individuos de idades mais baixas.

As células binucleadas de individuos senis apresentaram pequeno depésito de
lipofucsina; nfdo observamos qualquer vacuolo. Os demais caracteres j& foram
descritos.

O estudo estatistico confirmou a observacdo de que o corpo da célula binuclea-
da era maior do que a uninucleada e que, inversamente, o nucleo de uma célula
uninucleada era maior de que cada um dos nitcleos da célula binucleada,
embora a massa nuclear total da célula binucleada foésse maior do que a massa
nuclear de uma célula uninucleada. As células binucleadas tiveram os seguintes
valdéres médios para as dimensdées estudadas: diametro maior do corpo celular
39,84 + 7,5; diametro menor 23,7x + 4,3; diametro maior do nucleo 13,3z * 2,7;
didmetro menor 11,54 + 1,5. As células uninucleadas tiveram os seguintes valdres
médios: diametro maior do corpo celular 33,9y + 7,9; diametro menor 22,1z + 4,5;
didmetro maior do nucleo 14,8x + 3,3; didAmetro menor 12,3 + 2,5.

Analisando os diaAmetros obtidos mediante comparacio de médias feitas a um
nivel de significaincia de 5%, cujo valor critico é de -+ 1,960 na curva de “Student”
no teste bicaudal, verificamos diferenca estatisticamente valida entre os valores ob-
servados com os seguintes resultados comparativos: do didmetro maior do corpo
celular entre células bi- e uninucleadas 4,245; do didmetro menor 2,162; do didmetro
maior do nucleo entre células bi- e uninucleadas -3,811; do diametro menor -3,478,

COMENTARIOS

Em nosso material, o pequeno nimero de células binucleadas (33 em
relacdo a 202.910 células contadas), sua distribuicio indiferente pelos diver
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Células
Caso Idade i —— Causa de morte e doenca
bi- uninucleadas

1 4m, 1+ 4914 Toxemia. Broncopneumonia.

2 6 m, 0* 5127 Toxemia, Otite purulenta. Colapso pulmo-
nar.

3 9m. 1%+ 15065 Toxemia. Pneumonia lobar bilateral.

4 2 a. o* 4476 Toxemia. Broncopneumonia,

5 4 a. PAdd 14275 Insuficiéncia cardiaca. Miocardite cronica.

6 S a. 3%+ 14534 Toxemia. Leucemia aguda. Broncopneumo-
nia.

T 12 a. 2* 3998 Spticemia. Broncopneumonia abscedade.

8 20 a. 0* 4342 Insuficiéncia renal, Cirrose hepatica. Es-
quistossomose.

9 22 a. 4+ 5016 Toxemia, Atelectasia pulmonar. Fistula eso-
fago-bronquial.

10 28 a. o* 4553 Insuficiéncia cardiaca. Miocardite crénica.

1 31 a. 1+ 5172 Broncopneumonia. Broncopneumonia con-
fluente.

12 37 a. 0* 4708 Toxemia. Broncopneumonia.

13 38 a, o* 4161 Anemia aguda. Cirrose de Liennec. Ulce-
ra géstrica.

14 41 a. o* 4458 Toxemia. Tuberculose pulmonar,

15 47 a. 5 5297 Indeterminada. Hipertensdo essencial be-
nigna.

16 47 a. 1* 5105 Choque. Enfarte do miocédrdio. Arterios-
clerose.

17 50 & 1 13925 Enfarte do miocédrdio, Insuficiéncia car-
diaca.

18 52 a. 3+ 14561 Insuficiéncia cardiaca congestiva. Cor pul-
monale.

19 53 a. O+ 15031 Toxemia. Broncopneumonia,

20 60 a. 1 4729 Toxemia. Pneumonia lobar. Trombose art.
femural,

21 62 a. 1* 3988 Toxemia, Pleuriz purulento.

22 63 a. 1* 4696 Enfarte do miocardio. Arteriosclerose.

23 70 a. PAdd 11335 Enfarte do miocérdio. Arteriosclerose.

24 76 a. O** 12482 Insuficiéncia cardiaca. Endocardite reuma-
tismal,

25 76 a. 4 12082 Indeterminada, Hipertensédo essencial be-
nigna.

26 86 a. 0* 4930 Insuficiéncia cardiaca. Hipertengéo essen-
cial benigna.

Totais 33 202.910
Quadro 1 — Numero de células uni- e binucleadas do niicleo do nervo hipoglosso

humano (soma dos lados esquerdo e direito) de 26 individuos brancos e masculinos
de variados grupos etdrios: * contadas as células em uma de cada trés seccdes;
** contagem integral do nimero de células; a. = anos; m, = meses.
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Fig. 1 — Células binucleadas e binucleoladas do nicleo do mervo hipoglosso

humano. Método de Pal-Weigert modificado por Erhart, colora¢cdo de fundo

picro-carmin. Fotografias obtidas com ocular 8X e objetiva 100 com imersdo.

Individuos de: a) 47 anos; b) 60 anos; c¢) 5 anos; d) 52 anos; e) 4 &nos;
f) 60 anos.
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sos grupos etarios e a auséncia de figuras de reproducdo mitética ou ami-
totica leva a conclusdo de que tais células ndo caracterizam um processo
de involucao senil. Além disso, nos grupos senis, os outros caracteres mor-
folégicos das células binucleadas eram idénticos aos das células uninuclea-
das. O tamanho do citoplasma das células binucleadas em relacdo as uni-
nucleadas e o0 tamanho maior de um de seus nicleos, mas os dois perfazendo
um tamanho maior, ndo nos dao indicacdo de divisdo celular; todos os de-
mais caracteres sao de células adultas diferenciadas, com corpuasculos de
Nissl, nuacleo, substancia cromatinica fina e rendilhada e nucléolo evidentes.

As células binucleadas foram identificadas com bastante clareza (fig.
1). Por 14 vézes tivemos certa dificuldade para distinguir entre figuras de
superposi¢do e células binucleadas. Movimentando o parafuso micrométrico
com aumento de 800x, obtivemos a resolucio adequada para classifica-las
como figuras de superposicido. A simples proximidade destas células, a
nosso ver, nio permite qualquer conclusdo sbObre a possibilidade de terem
elas provindo da divisdo de uma célula binucleada. Mesmo que a hipétese
fosse levantada ndo teriamos qualquer indicacdo sObre a idade em que o
fato se deu. Ressalte-se que o pequeno nimero de diavidas, bem como a
distribuicdo indiferente pelos diversos grupos etarios, né@o alteraram as
conclusoées.

Comparando nossos resultados com aquéles constantes na literatura,
devemos assinalar os que se referem a células bi- e multinucleadas em in-
dividuos senis. Assim, Andrew$¢, tendo encontrado figuras de divisdo mito-
tica, conceitua o fenémeno de reacdo no qual uma das caracteristicas é a
multinucleacdo da célula nervosa em idades avancadas. Inukai?’ e Loo3$,
trabalhando em ratos albinos, e Andrew? 5, com camundongos, encontram
a multinucleagdo apenas em animais velhos. Entretanto, Wilcox5!, em 26
cobaios de varias idades, encontra apenas uma célula que julga ter nfcleo
multilobado. Salientemos que o préprio Andrews3. ¢+ ndo encontrou, no homem,
células binucleadas no velho, s6 o fazendo em um individuo de 22 anos com
neurossifilis. Lhermitte e Trelles35 referem o encontro de células binuclea-
das em um individuo de 70 anos, com o diagndstico histopatoldgico de sifi-
lis. Portanto nestes dois casos havia uma causa ja estudada por outros
autores, ou seja, a acdo da toxina do treponema sdbre a divisdo nuclear.

Nossas observagdes estdo de acdordo com os achados de Andrew que,
no homem, ndo encontrou células binucleadas caracterizando o processo de
senilidade. Também devemos assinalar que varios autores, estudando as
alteractes citologicas relacionadas com a senilidade no sistema nervoso, nao
referem o encontro de células bi- ou multinucleadas (Hodge?3, Manouélian3g,
Kuntz32; Léris3, Ellist. 12, Harms20, 21, Spiegel45, Sjovallt’, Kiss29, Maleci3?,
Gardner!3, Truex??, Truex e Zwemer3’, Kuhlenbecks3?. 31, Hopker2¢, Wright
e Spinks52),

E necessario observar que nossa amostra foi colhida de forma a evitar
doencas que atuassem no sistema nervoso produzindo alteracdes celulares
morfologicas e quantitativas. Por éste fato é que explicamos as pequenas
variagbes citologicas entre os grupos adulto e senil sendo, a nosso ver, o de-

posito de lipofucsina o Unico carater essencial nessa diferenciacdo. Quanto
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as células binucleadas, podemos salientar que a amostragem foi colhida de
forma a evitar individuos com estados moérbidos que sabidamente determinam
o aparecimento de tais elementos.

Encontramos pequeno namero de células binucleadas ndo caracterizan-
do qualquer grupo etario em particular. O significado biolégico de nossos
achados continua no campo das hipdteses, mas parece claro que as potencia-
lidades celulares serao iguais sob o ponto de vista qualitativo, para os gru-
pos etarios estudados, embora quantitativamente nado tenhamos meios para
avaliacdo. As células binucleadas nao estavam apresentando reproducao
nuclear ou celular e o significado morfofuncional destas células continua a
desafiar a arguicia dos pesquisadores.

RESUMO

Foram contadas e estudadas as células uni- e binucleadas do nuacleo
do nervo hipoglosso humano de 26 individuos brancos e do sexo masculino,
com idades variando entre 4 meses a 86 anos, todos sem processos patoldgicos
que presumivelmente determinassem alterag¢des nas células nervosas. Os
cortes seriados com 30y de espessura, foram corados peloc método de Pal
Weigert modificado por Erhart, sendo feita coloracio de fundo pelo picro-
-carmim. Mediante comparacio dos didmetros medidos ortogonalmente foi ve-
rificado, pelo estudo estatistico, que as células binucleadas eram maiores
que as uninucleadas.

O pequeno numero de células binucleadas (33 em 202.910 células conta-
das), sua distribuicdo indiferente nos diversos grupos etarios e a auséncia
de figuras de reproducdo mitética ou amitética, levam a conclusdo de que
a sua presenca nido caracteriza um processo de involucido senil.

O significado déste achado que tem sido atribuido a processo de divisdo
celular mitética ou amitética, a divisdo nuclear ou nucleolar sem chegar a
divisdo citoplasmatica ou & fusdo de duas células uninucleadas, é discutido
a luz dos dados constantes da literatura.

SUMMARY

Binucleated merve cells in the human nucleus n. hypoglossi through ages

It has been generally accepted that mature neurons of the central
nervous system of adult mammals are incapable of cell-division. Neverthe-
less, recent data are suggesting the contrary. Mature neurons, bi- or mul-
tinucleated, observed in the central nervous system of vertebrates, mammals
and man are being differently interpreted: as a result of mitotic or amitotic
cell-division of mature neurons; as indiferentiated cells which could indicate
a regeneration process; as a cellular reaction to nervous injuries; as the
result of the fusion between two mononucleated elements.

The cells of the human nucleus n. hypoglossi were counted an studied
in 26 white males, the youngest four months old, the eldest, eightysix years
old. The material secured at the necropsy table was selected in order to
exclude diseases or physical conditions which could interfere with the final
results.
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The medulla oblongata were formalin fixed, imbedded in celloidin, 30
serial cross sectioned, numbered and stained by Pal-Weigert modified by
Erhart method for myelin sheaths. The counterstain was by carmin.

The cells were counted when their cell-bodies showed evident nucleus
and nucleolus. They were measured and carefully analysed including with
high magnification.

From the 202.910 counted cells, 33 were binucleated. These latter did
not present any characteristic of mitotic or amitotic cell-division an no re-
lation between age and higher frequency of binucleated cells could be ob-
served.

The general morphology of the binucleated cells was equivalent to the
mononucleated ones although the former were significantly larger than the
latter. The statistical analysis was made by comparision of sample mean
of two populations at the five per cent level of significance.

It is concluded, considering the studied material and the current litera-
ture, that there is no reason to accept, the presence of binucleated nerve
cells as a biological reaction due to old age. The real significance of these
cells is still unknown, but it can be admitted that they should have a bio-
logical capacity which would be qualitatively the same in the differente ages.
Nevertheless, their quantitative evaluation is not possible, as far as we know.
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