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RESUMO

Os primatas constituem modelos animais insubstituiveis para areas de
investigacdo cientifica devido a sua estreita relagdo evolutiva com o0s seres
humanos o que assegura modelos de alta fidelidade com capacidade preditiva e
discriminativa que podem n&o estar disponiveis em outras espécies. O Cebus
apella, uma espécie de primata do novo mundo que pertence a familia Cebidae,
subordem Cebinae (Linnaeus, 1758), sdo comumente usados em pesquisas
biomédicas e comportamental sendo uma espécie eleita para muitos modelos
experimentais com enfoque cognitivo. O hipocampo, estrutura limbica altamente
plastica situado no I6bulo temporal € importante para a aprendizagem e
consolidacdo da memoria. Desta forma, o objetivo deste estudo foi caracterizar
quantitativamente e qualitativamente as células parvalbumina-positivas no
hipocampo de Cebus apella, bem como estimar o volume e o numero de
neurbnios em seus diferentes subcampos, utilizando o método do fracionador
optico. Os resultados obtidos em nosso estudo podem ser Uteis para diversos

projetos experimentais que tenham como foco a medicina translacional.

Palavras-chave: Primata ndo humano, estereologia, Cebus apella, parvalbumina,

hipocampo.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Histérico da Primatologia no Brasil

Referéncia aos primatélogos: Dr. Adelmar Coimbra-Filho, Dr. Alcides Pissinati e
Dr. Milton Thiago de Melo.

O contato entre o homem e os primatas remonta a 2.500 anos antes de
Cristo no antigo Egito, quando os babuinos eram criados pelos reis para fins
religiosos. Ao longo da histéria, 0 interesse por esses animais se manteve
inalterado (Nunes et al.,, 2007). A busca de cura para doencas incentivou a

remocao de primatas do seu habitat natural para uso em laboratorio.

A importancia cientifica dos Primatas ndo Humanos (PNH) é indiscutivel e
eles representam valioso patrimoénio cujas potencialidades 6bvias séo facilmente
percebidas através das multiplas investigacBes cientificas, principalmente
biomédicas e farmacéuticas. A procura de primatas pelas nacdes desenvolvidas
destinadas a pesquisa cientifica foi intensa no Brasil. Exportacdes de primatas do
Novo Mundo (PNM) comecaram na década de 40, atingindo um pico em 1963,
guando o primeiro véo comercial entre Quito no Peru e Miami nos Estados Unidos
da América foi estabelecido. Estima-se que aproximadamente 30.000 primatas da
Amazobnia foram exportados para a pesquisa biomédica (Renctas, 2001). Nesse
periodo, a descontrolada exportacdo de primatas brasileiros mostrou-se
desalentadora, ndo existia controle, inclusive para taxons ameacados de extin¢cao
como, por exemplo, o saui-piranga ou mico ledo dourado (Leontopithecus
Rosalia). A preservacdo dos primatas somente comegou a ser encarada com
mais atencao e seriedade apos algumas iniciativas e acdes internacionais como a
Convention on International Trade in Endangered Species of Wild Fauna and
Flora em 1973, que passou a controlar de modo mais eficiente o comeércio
internacional das espécies da biota selvagem, além de persistentes acgfes
objetivas de agéncias internacionais, tendo em vista a salvaguarda dos primatas
in situ e ex situ. Nessa época, iniciaram-se pesquisas bem planejadas para o

melhor conhecimento desses animais visando uma preservagédo mais eficiente em
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seus habitats para propagéa-los ex situ de modo mais racional, além de considerar
futuros repovoamentos e reintrodugdes. Essas iniciativas contribuiram para
fomentar o desenvolvimento da Primatologia conservacionista, principalmente
quando a International Union for Conservation of Nature criou a Species Survival
Commission em 1975 a qual, através do seu grupo especialista em primatas,
organizou a Global Strategy for Primate Conservation, documento em que se

avalia as prioridades relativas a preservacao da fauna ameacada.

O primeiro ndcleo primatoldgico conservacionista brasileiro foi estabelecido
em 1961, no Estado do Rio de Janeiro, que em sua evolucado resultou na criacao
do Centro de Primatologia do Estado. O objetivo foi promover e desenvolver
pesquisas para a preservacao do mico ledo dourado (Leontopithecus rosalia) in
situ bem como sua propagacdo ex situ. Esta iniciativa foi seguida no
estabelecimento de nucleos similares em outras partes do Brasil. Nas décadas de
50 e 60 desconhecia-se, no pais, a importancia dos primatas na pesquisa
cientifica e ignorava-se que o EUA j& dispusesse de sete bem organizados e
equipados Centros de Primatas pertencentes ao National Institute of Health (NIH).
Por fim, na década de 70, programas de pesquisa em biologia, ecologia e
comportamento comecgaram a surgir nas universidades e institutos de pesquisa no

Brasil.

E paradoxal imaginar que até a algumas décadas as pesquisas com
primatas pudessem ser negligenciadas pela comunidade cientifica nacional, a
qual deveria reconhecer a importancia do estudo e da conservacao desse recurso
anico, através da criacdo de centros de Primatologia bem equipados como

ocorreu em outros pal'ses.

No entanto, em 1974, convocados pelo Conselho Nacional de Pesquisa
Cientifica (CNPq), reuniram-se no Rio de Janeiro pesquisadores do Brasil e dos
Estados Unidos para discutirem a possibilidade de serem construidos centros
para o estudo de Primatas no Brasil. Os participantes enfatizaram unanimemente
a importancia de tal iniciativa para o pais. Todo esse rapido interesse do CNPq
pela Primatologia surgiu apds uma carta de Albert Sabin ao presidente desse
orgao federal, onde o ilustre cientista indagava a possibilidade de importar
representantes do género Callithrix, saglis amazobnicos, para pesquisas sobre

hepatite e certos tipos de céancer. Inteirando-se do contetdo da carta, o0 CNPq
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transferiu-a ao Ministro da Saude, Paulo de A. Machado que, ao saber do
assunto, enviou-a ao presidente do extinto Instituto Brasileiro de Desenvolvimento
Florestal - IBDF, hoje Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis — IBAMA, Paulo A. Berutti, autoridade que poderia atender a
solicitacdo do cientista, ja que as exportacbes de animais selvagens do Brasil
eram proibidas. A carta de Albert Sabin ao CNPqg fez com que fossem
organizadas reunides sobre a situagdo da Primatologia no Brasil, assunto antes
discutido, em especial pelo Presidente da Academia Brasileira de Ciéncias,
Aristides Pacheco Ledo. No CNPqg, ainda sediado no Rio de Janeiro,
compareceram representantes do Ministério da Saude, do Instituto Nacional de
Pesquisas Amazodnicas — INPA, e do Instituto de Conservagéo da Natureza e
Biodiversidade - ICNB, além de representantes norte-americanos, Russell A.
Mittermeier, do World Wildlife Fund - United States (WWF-US), e Benjamin Blood,
do National Institute of Health (NIH), para discutirem a possibilidade de serem
criados centros de primatologia no pais a fim de iniciar de modo criterioso estudos
e propagacdo de primatas ndo humanos de ocorréncia no Brasil, com a
possibilidade de aproveitamento de individuos nascidos ex situ para finalidades
utilitaristas ou conservacionistas. Na reunido sugeriu-se a criagao inicial de trés

centros, na Amazonia, em Brasilia e outro no Rio de Janeiro.

No encontro no CNPq foi preparado um esboco de programa para o
desenvolvimento dessa ciéncia no pais, documento aperfeicoado ao passar pelos
representantes das demais entidades envolvidas, quando seriam feitas as
alteracdes indispensaveis as atividades de cada instituicdo. Apesar de sucinto, 0
documento compreendia ampla gama de possibilidades, incluindo o
aproveitamento em pesquisas pragmaticas de individuos nascidos ex situ, e
iniciativas conservacionistas, tais como repovoamento e reintroducdes. Depois de
um periodo, foi publicado no diario oficial boa parte deste documento,
beneficiando o Ministério da Saude com recursos para o estabelecimento do
Centro Nacional de Primatas (CENP). Assim pela portaria 115, assinada pelo
Ministério da Saude e publicada no Diario Oficial, em 20 de marco de 1978, foi
criado o CENP sob responsabilidade dos servicos de saude publica e com a

finalidade de fornecer primatas ndo humanos para a investigacao cientifica.
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O CENP esté localizado no municipio de Ananindeua no estado do Para e
possui uma area total de 25 hectares (Figura 1). O plantel de animais do CENP é
procedente de doacdo mediante a prévia autorizacdo do IBAMA (animais
apreendidos ou capturados em area de risco), captura em habitats naturais (com
permissdo e acompanhamento fiscal do Instituto) e nascimentos na prépria
instituicdo. Atualmente, o CENP possui um plantel de aproximadamente 550
animais, divididos em 24 espécies, sendo uma pertencente ao velho mundo
(Tabela 1).

Figura 1. Vista aérea do complexo de laboratérios do prédio administrativo e das gaiolas
externas do Centro Nacional de Primatas (CENP), localizado no municipio de Ananindeua,
estado do Para.
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Tabela 1: Plantel de primatas criados em cativeiro no Centro Nacional de Primatas.

FAMILIAS
Cercopithecidae Callitrichidae Cebidae Aotidae Piheciidae Atelidae
Alouatta b.
Callimico goeldii Cebus albifrons ssp. Aotus a. Callicebus molock
infulatus belzebul
Callithrix jacchus Cebus apella ssp. Chiropotes s. utahicki Aloutta caraya
Chlorocebus Callithrix penicillata Cebus o. Olivaceus Pithecia i. irrorata Alouatta seniculus
aethiops o ) )
Calllithrix geoffroyi Cebus xanthosternus Ateles marginatus
Saguinus f. weddelli Saimiri b. boliviensis Ateles paniscus
. . — . Lagothrix
Saguinus niger Saimiri s. sciureus )
lagothricha

Saguinus i. imperator
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1.2. O uso de Primatas ndo humanos na neurociéncia translacional

Os roedores sdo a espinha dorsal da pesquisa biomédica, contudo,
apresentam limitagdes quando comparados ao sistema biolégico humano.
Essas limitacbes sdo menos frequentes em primatas ndo humanos- PNH, em
especial primatas do velho mundo (Hagelin, 2005). Exemplares do género
Macaques (Rhesus e Cynomolgus) possuem cerca de 95% de paridade em
seu codigo genético com os humanos (Magness, et al., 2005), o que nos leva a
crer que ambos derivam de uma ancestralidade em comum (Franzen , 2009).
Os primatas sdo basicamente valorizados pela similaridade com os humanos,
particularmente quando se trata do sistema nervoso. A complexidade e
estruturagcdo do cérebro conferem aos primatas processos cognitivos e
comportamentais sofisticados bem como relagbes sociais complexas e
organizadas (Capitanio, 2008). Neste sentido, pesquisas com PNH tém
importante contribuicio na éarea das neurociéncias, essencialmente na
compreensao de neuropatologias e tratamento de doencas neurodegenerativas
(Capitanio 2008). Por exemplo, no modelo de epilepsia primaria generalizada,
os Babuinos (Papio papio baboon) tem como caracteristica a predisposi¢ao
genética a fotossensibilidade (Szab6 et al., 2009). Esse € um modelo animal
utilizado para testar novas drogas antiepilépticas, assim como a relagéo entre a
concentracdo da droga e o efeito toxico neuroldgico (Smith, et al, 1991;
Meldrum, et a.l, 1975; Stuzmann, 1995; Chapman, 1991; Naquet, et al. , 1968).

Outra caracteristica que ressalta a importancia dos modelos de primatas
ndo humanos é o fato de possuirem uma longa vida, o que proporciona um
estudo mais cuidadoso e a longo prazo de doencas neurodegenerativas
correlacionadas com a idade avangcada, como a doencga de Parkinson (DP) e
Alzheimer. A busca por tratamentos e medicamentos mais adequados tem sido
frequentemente baseada em modelos experimentais de doengas. Tais como 0s
modelos da DP que envolvem a administragdo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetraidropiridina e 6 hidroxidopamina em animais, com a finalidade de
reproduzir a perda de neurdnios dopaminérgicos, bem como as caracteristicas
clinicas: tremor, rigidez muscular e acinesia, presentes em pacientes

acometidos pela doenca (Bjugstad, 2008).
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Por exemplo, o Callithrix, género de Primatas do Novo Mundo — PNM,
conhecido comumente no Brasil como sagui, guia investigagcbes de
medicamentos e terapias alternativas a DP, ja que farmacos convencionais
como Levodopamina e agonistas de dopamina diminuem a eficacia ap0s uso
em longo prazo (Van Vliet, et al., 2008a). Os efeitos anti-Parkinson do A? -
tetrahidrocanabinol e modafinil em saguis parkinsonianos foram avaliados e os
resultados sugerem que esses compostos podem ser utilizados como agentes
coadjuvantes na terapia da DP (Van Vliet, et al., 2008b). Outros estudos
referenciam a utilizacdo desses animais na avaliacdo pré-clinica para novos
tratamentos terapéuticos da DP, a partir da utilizacdo de célula tronco e
transferéncias de genes. (Redmond et al., 2007; Emborg, et al., 2008; 2009). A
importancia dos modelos desenvolvidos em PNH &, também, bem retratada em
outras neuropatias (Holzer et al, 2004). Investigacdes histopatoldgicas revelam
que a doenca de Alzheimer é caracterizada, em especial, pela identificacdo de
placas senis (agregados de proteina beta-amiléide) e emaranhados
neurofibrilares associados a hiperfosforilacdo da proteina tau no interior dos
neurénios. Tal proteina, revela-se 99% homologa a de humanos em babuinos e
98% em Rhesus (Nelson et al., 1996). Contudo, em roedores a identidade
desta proteina € de 88% quando comparada aos humanos (Poorkaj et al.,
2001a).

Estima-se que anualmente em todo o mundo sejam utilizados
aproximadamente 100.000 a 200.000 primatas ndo humanos em pesquisas,
sendo que 15,5% do numero total correspondem a PNM (Carlsson et al., 2004).
Apesar deste cenario, ainda faltam informagcfes que possam ser utilizadas
como base para futuros experimentos, principalmente na area das
neurociéncias, que concentra a maioria dos estudos em primatas quando

comparados a outras areas do conhecimento (Torres et al., 2010).

1.3. Cebus apella

Os primatas ndo humanos abrangem cerca de 270 espécies e
numerosas subespécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais
(Hill,1957). O Brasil € o pais de maior diversidade possuindo 91 espécies
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(Rylands et al., 2000). H& no territério nacional, exemplares de todas as 5
familias de primatas do Novo Mundo, de 18 géneros sendo 2 deles, o muriqui
(brachyteles) e o mico ledo (leontopithecus), encontrados somente no Brasil
(Rylands et al., 2000). Dentre todos estes, a espécie Cebus apella (ou macaco
prego, como é comumente conhecido no Brasil) se encontra amplamente

difundida pelas Américas Central e do Sul (Ayres, 1982).

Esta espécie pertence a familia Cebidae, subfamilia Cebinae e ao
género Cebus (Aurichio, 1995). Atualmente ha conhecimento de quatro
espécies nesse género: Cebus apella, Cebus Olivaceus, Cebus capucinus, e
Cebus albifrons (Rylands et al., 2000). Todas com dietas que incluem uma
percentagem significativa de insetos, passaros, ovos, lagartos, sapos, e varios

outros pequenos animais (Mittermeier, 1988).

A diversidade na alimentacdo e zona de habitacdo entre as espécies
parecem estar relacionadas ao tamanho médio do corpo e outras distin¢cdes
morfologicas (Ford & Davis, 1992; Jason & Boinski, 1992). Estas caracteristicas
combinadas sugerem que macacos do género Cebus séo frungivoros seletivos,
mas diferentes de outros, consistentemente comem proteina animal
(Schoeninger et al., 1997). No entanto, quando comparado aos outros trés
representantes do género, o Cebus apella depende de uma quantidade maior

de plantas na dieta (Jason & Boinski, 1992).

O Cebus apella é altamente adaptavel a diversos habitats, com notavel
plasticidade comportamental e habilidade manual extremamente desenvolvida,
sendo o uso de ferramentas a caracteristica que mais o distingue das demais
espécies neotropicais (Fragaszy, 1990; Napier & Napier, 1967; Visalberghi,
1993). Além disso, apresenta alto coeficiente encefélico (proporcéo entre peso
do cérebro sobre o peso corporal), um atributo aceito como indicativo indireto
da capacidade cognitiva desenvolvida (Sultan et al.,, 1993). Devido a estes
fatores, o Cebus apella vem despertando interesse cientifico nos estudos que
compreendem aspectos neurocognitivos (Barros, 1998; Barros et al., 2002;
Santos, 2003) .

Nos primatas, as capacidades cognitivas e as relacdes corticais e sub-

corticais cerebrais sdo mais comparaveis aos humanos do que em qualquer
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outra espécie animal (Macphail, 1996; King et al., 1988). A validade das
extrapolacdes de resultados obtidos a partir de PNH para humanos depende
basicamente de dois fatores: do paralelismo entre o padrdo neurofisiolégico e
comportamental entre as espécies, bem como a utlizacdo de paradigmas
comuns nas situacdes de teste. A aplicacdo de paradigmas comuns nha clinica
humana e no campo experimental utilizando tais animais como modelo foi
inicialmente empregada em estudos sobre a visdo e a memdria humana
(Roberts, 1996). Estudos sobre as bases anatdbmicas da memdéria operacional
realizados com primatas e humanos tém identificado o papel critico do cortex
pré-frontal e de estruturas a ele associadas, como a formacédo hipocampal, a
porcdo basal do cortex parietal, nucleos da rafe, locus ceruleus, substancia
negra e nucleos basais de Meynert (Izquierdo et al.,1998b; Artiges et al.,
2000). A integridade do cortex pré-frontal € fundamental para a manutencdo
das representacdes ao longo do tempo. Lesfes nesta regido em macacos
provocam o comprometimento do desempenho em tarefas de memoria
operacional (Baddeley, 1992; Preuss & Goldman-Rakic, 1991; McDowell et al.,
1997). Além da participacdo do cerebelo que também parece estar envolvido
no processamento da memoria operacional, atuando na catalogacdo de

eventos temporais com sequéncia ordenada (Pascual-Leone et al., 1993).

1.4. Anatomia hipocampal de primatas n&do humanos

A formacéo hipocampal € uma regido do cérebro associada a processos
cognitivos e emaocionais (Papez, 1937; Vogt, 1992; Kesner et al., 2004) e um
dos primeiros alvos de deterioracdo em doencas neurodegenerativas (Uno &
Sapolski, 1975). Seu nome deriva do formato curvado semelhante a um cavalo
marinho (do grego, hippo= cavalo e kampos= marinho). Em humanos, esta
estrutura filogeneticamente primitiva, esta localizada na por¢cdo medial do lobo
temporal estendendo-se por todo o comprimento do assoalho do corno inferior
(ou temporal) do ventriculo lateral (Brodal, 1979). Por outro lado, em roedores,
a regido hipocampal apresenta proporcéao e localizacao diferentes, emergindo

dos nucleos septais até o cortex temporal (Shepherd, 1998). Contudo, em

31



animais como os primatas ndo humanos, tais particularidades anatémicas sao
semelhantes as visualizadas em humanos (Lavenex & Amaral, 2007) (Figura
2).
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Figura 2. Cortes histoldgicos corados com violeta de cresila caracterizando areas
hipocampais em diferentes espécies. (figura adaptada do livro Hippocampus, autor:

Andersen et al., 2007).Barra = 5um
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De maneira geral, a formacao hipocampal € constituida por duas regides
interligadas: o giro dentado e o hipocampo (ou Corno de Ammon). Ambos
possuem uma organizagdo interna trilaminada, composta por dois tipos de
células principais: as células granulares do giro dentado e as células piramidais
do Corno de Ammon (CA), divididas nos setores de CAl, CA2, CA3 e CA4 ou
Hilo (Lorent de N6, 1934). A organizacdo trilaminar do giro dentado
corresponde a camada polimorfica, camada granular ou stratum granulosum e
camada molecular ou stratum moleculare. As trés camadas do CA
correspondem aos stratum: oriens, piramidale e radiatum (Amaral, 1989). Os
corpos celulares dos neuronios piramidais do CA e granulares do giro dentado
encontram-se no estrato piramidal e granuloso, respectivamente. Os dendritos
apicais dos neurdnios granulares do giro dentado constituem o stratum
moleculare e seus dendritos basais o estrato polimorfico. Os dendritos apicais
dos neurbnios piramidais do CA constituem o stratum radiatum e seus
dendritos basais, o stratum oriens. Outros estratos da formacdo hipocampal
sdo o stratum lucidum, formado pelos dendritos apicais proximais dos
neurdnios piramidais de CA3, e o stratum lacunosum-moleculare, formado

pelos dendritos apicais distais dos neurdnios granulares do giro dentado.

Cada uma dessas regides mantém um padréo organizado de conexdes
intrinsecas e extrinsecas, sendo que a principal aferéncia para a formacao
hipocampal origina-se no cortex entorrinal. As fibras que deixam o cortex
entorrinal em direcdo a formacdo hipocampal constituem um feixe de ax6nios
chamado de via perfurante. Esses ax0nios estabelecem sinapses com o0s
dendritos das células granulares, cujos corpos celulares estdo densamente
empilhados na camada granular do giro dentado. As células granulares
projetam axdnios através das fibras musgosas que fazem sinapses com as
células piramidais da regido de CA3. Os neurdnios de CA3 projetam axonios
que se ramificam. Um ramo deixa a formacdo hipocampal pela via fimbria-
férnix e o outro, chamado de colateral de Schaffer, forma sinapses com as
células piramidais de CAl, que por sua vez, emitem fibras para as camadas
profundas do cortex entorrinal. O circuito cértex entorrinal - giro dentado - CA, &
tradicionalmente denominado como via tri-sinaptica. As sinapses deste circuito

sdo predominantemente excitatorias e a inibicdo se faz principalmente através
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de interneurdénios localizados no hilo e na regido do CA. Os principais
neurotransmissores envolvidos neste circuito sdo o glutamato (excitatorio) e o
acido gama-aminobutirico (GABA — inibitério) (Witter et al., 1989; Andersen et
al., 2007).

Todo o conhecimento anatémico, neuroquimico e funcional do
hipocampo advém, em grande parte, do emprego de indmeras técnicas
histologicas. Dentre as técnicas hoje disponiveis, a imuno-histoquimica
destaca-se devido a sua alta reprodutibilidade, rapidez e sensibilidade. A partir
dessa técnica € possivel caracterizar subpopulagcées celulares baseando-se
nas propriedades quimicas que estas expressam. Dentre as diversas
subpopulacdes de células caracterizadas podemos destacar as que contém
proteinas ligantes de calcio, como a parvalbumina (PV), a calretinina e a

calbindina.

A proteina ligante de calcio PV € visualizada em uma determinada
subpopulacdo de neurbnios que supostamente co-expressam 0O
neurotransmissor GABA (Celio, 1986).

No hipocampo, esta proteina esta presente em interneurbnios com
propriedades inibitérias. Apesar do papel fisiolégico desses neurdnios ainda
ndo estar elucidado, evidéncias sugerem que essas células desempenham
papel fundamental no controle de potenciais de acdo, regulacdo da
transmissao e plasticidade sinaptica, geragéo e estimulacdo em larga escala da

atividade oscilatéria sincrona (Andersen et al, 2007).

Técnicas histologicas sao ferramentas consolidadas na analise
qualitativa do sistema nervoso, porém importantes metodologias quantitativas
vém corroborando para uma melhor caracterizacdo das estruturas cerebrais. A
estereologia, ciéncia ainda em franco desenvolvimento, introduzida na
medicina no inicio da década de 90, desponta como um meétodo quantitativo

eficaz.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral:

Vislumbramos a possibilidade de mapear o perfil da utilizacdo de PNM,
por meio de publicacfes cientificas das uUltimas quatro décadas em bases de
dados especializadas. Além de focarmos o estudo de uma espécie de PNM
(Cebus apella), com o intuito de subsidiar conhecimento sobre a estrutura

hipocampal deste animal requisitado pela neurociéncia.

2.2 Objetivos Especificos:

- Caracterizar quantitativamente as diferentes regiées da formacéo
hipocampal (CAL; CA2; CA3; CA4 ou Hilo; Subiculum) do primata Cebus apella
pela técnica de Nissl, utilizando o método esteredlogico.

- Caracterizar a distribuicdo e densidade das células parvalbumina
positivas nas diversas camadas (stratum oriens; pyramidale; radiatum,
lacunosum-moleculare; granular; hilo - camada polimoérfica) e regides da
formacao hipocampal (CAL1; CA2; CA3; CA4 ou Hilo) do primata Cebus apella,
bem como a morfologia estrutural destas células em cada uma das camadas e

regioes .

- Analisar o perfil das publicacbes que utilizaram primatas do novo

mundo em pesquisa biomédica nas Ultimas quadro décadas.

- ldentificar as principais areas de pesquisa gque mais requisitam estes

animais.

- Analisar a contribuicdo de diversos paises, em especial o Brasil dentre
agueles que mais utilizaram os Primatas do Novo Mundo nas pesquisas

biomédicas durante as Ultimas quatro décadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Trés animais da espécie Cebus apella (macaco-prego) (Figura 3), dois
machos e uma fémea, obtidos da coldnia de primatas ndo humanos do Instituto
Evandro Chagas (IEC) — Centro Nacional de Primatas (CENP), localizado no
municipio de Ananindeua-Para, na rodovia BR 316, Km 7, em um fragmento de
mata primaria (Floresta Amazonica) de 25 hectares, foram usados em nosso
estudo. A média de peso e idade foi de 2,6 £+ 0.4 kg e 4,4 + 0.8 anos ,
respectivamente. Intervencfes e eutandsias foram realizadas no Instituto
Evandro Chagas (IEC), Centro Nacional de Primatas (CENP) - e todos os
procedimentos seguiram protocolos aprovados em comités institucionais, da
Universidade Federal de Sdo Paulo - UNIFESP (CEP-0379/07), do Comité de
ética em pesquisa Animal (CEPAN-039-2005), bem como autorizacdo do
IBAMA (oficio n°® 221-2005).

Figura 3. Cebus apella.

Os animais foram submetidos a quarentena para garantir isencédo de
agentes patogénicos. Os primatas foram alojados em gaiolas individuais,
mantidos em temperatura de 28°t 2°C com ciclo claro/escuro de 12h,
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alimentados com alto teor de proteina da dieta comercial Monkey Chow
(LabDiet High Protein Diet Monkey Jumbo; Megazoo), juntamente com

suplementos diarios de leite, ovos, frutas e agua ad libitum.

3.2 Perfusao

Os animais foram profundamente anestesiados com mistura de
cetamina (30mgKg) e xilazina (0,8mgKg) e perfundidos por via transcardiaca
com solugdo salina heparinizada 0.9% por 10min, seguida de solucdo
formaldeido 4% (pH 7.2-7.4) por 30min. Os parametros cardiacos foram
monitorados e a manutencao da anestesia foi realizada com isofluorano (Figura
4).

Figura 4. Monitoramento cardiaco durante procedimento
de intervencéo cirlrgica.

A caixa craniana foi fixada e a musculatura da regido frontal e da base
da cabeca do animal foi dissecada medianamente. Removeu-se a musculatura,
que envolve o cranio em sua totalidade. Com um disco de corte elétrico,
realizou-se um incisdo transversal no osso frontal, seguindo simetricamente no
sentido lateral, nos lados direito e esquerdo, cerca de 1 cm acima da formacéo
auricular. O corte foi continuo até a parte posterior da cabeca do animal. Em
seguida, foi introduzida uma espatula na incisdo do osso frontal e alavancou-se

a calota 6ssea. Com um bisturi, procedemos na liberacdo do encéfalo e das
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meninges. A pos-fixacdo do tecido foi realizada por imersdo em solucdo de
formaldeido 4% (Figura 5).

Figura 5. Imagem do encéfalo de Cebus apella, apds procedimento de perfusdo. (A) visdo ventral,
(B) visao lateral. As setas brancas indicam a localizagéo do lobo temporal, onde o hipocampo esta
situado. Barra = 4cm

3.3 Processamento Histoldgico

Devido ao método estereoldgico se basear em uma amostra randémica
e sistemética, o processamento do tecido cerebral seguiu um padrédo
previamente descrito (Weibel & Gomez 1962). Resumidamente, o hemisfério
cerebral de interesse foi incorporado em agar 4% e posteriormente cortado no
plano coronal (Figura 6) em blocos de 2 mm de espessura com um ponto de
partida aleatorio (Figura 7). Logo apés, cada bloco (2mm) foi selecionado
randomicamente, e seccOes seriadas (70 micrometros) foram devidamente
obtidas a partir de um vibrdtomo (Leica). As fatias cerebrais foram entdo
armazenadas para a posterior realizacdo das técnicas de Nissl e imuno-

histoquimica.

Figura 6. Imagem esquematica do plano de corte em
2mm dos blocos amostrais do cérebro do Cebus apella.
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Figura 7. Sequéncia dos blocos de 2mm, apés processamento do encéfalo. O hipocampo
esté assinalado pelos circulos vermelhos.

3.4 Histoquimica
3.4.1 Método de Nissl

O método de Nissl consiste na coloracdo dos corpusculos de nissl por
um corante basico denominado violeta de cresila. Esses corpusculos sdo
formados basicamente por reticulo endoplasméatico rugoso e estdo presentes
no citoplasma dos neurbnios. Essa coloragdo nos permite avaliar a

citoarquitetura tecidual.

As secc¢des coronais (70um) foram coradas com violeta de cresila. Esse
procedimento consiste na hidratacdo das fatias em banhos sucessivos de
etanol em escala decrescente e na imersdo em solucdo de violeta de cresila
(0.5%) diluida em acetato tamponado (pH 3.8). Imediatamente apds, os cortes
foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol, clarificados com
xileno e cobertos com laminula utilizando um meio de montagem (Entellam®
MERK). Posteriormente as secg¢Oes foram utilizadas para a estimativa do
namero total de neurbnios nas regides hipocampais CA1l, CA2, CA3, hilo e

subiculum, da espécie Cebus apella, pelo método de contagem estereoldgica.

3.4.2 Imuno-histoquimica

Para o estudo dos neurdnios que expressam a proteina ligante de célcio
PV, utilizou-se anticorpo primario anti-Parvalbumina (policlonal, anti-

camundongo, 1:7000, Swant).
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Fatias do cérebro de primatas Cebus apella, foram lavadas (3x10min)
com tampao fosfato salina (PBS) (pH=7,4) e posteriormente tratadas com H,0
a 0,5% durante 60 minutos, lavadas novamente (3x10min) em PBS (pH 7.4),
pré incubadas em soro normal de cabra (NGS) 3% em PBS com Triton X-100
0,5% por 60 minutos e entdo incubadas em anticorpo primario durante 48h a
4°C. As seccdes foram novamente lavadas (3x10min) em PBS com Triton X-
100 0,3% (PBS-X), incubadas a temperatura ambiente com imunoblobulina G
(IgG) biotinilada (VECTOR) anti-camundongo (1:200 em NGS 1%) por uma
hora e meia, lavados com PBS-X (3x10min), incubadas em complexo avidina-
biotina peroxidase (ABC) por uma hora e meia e reveladas com
diaminobenzidina (DAB) 0,075% em H,0, 0,002%.

As seccOes foram finalmente lavadas em PBS (pH 7,4) (3x10min). As
fatias coradas foram montadas em laminas silanizadas, desidratadas e
cobertas com laminulas no meio de montagem (Entellam® MERK), para
posterior reconstrucdo e quantificacdo estereolégica dos neurdnios imuno-
marcados. A estimativa neuronal dos neurdnios parvalbumina positivos foi
realizada nas diferentes camadas (oriens, piramidale, lacunosum moleculare,
radiatum) e regifes (CALl, CA2, CA3 e CA4 ou Hilo) do hipocampo do primata

Cebus apella.

3.5 Estereologia

A analise microscépica € uma ferramenta analitica poderosa para se
descrever formas normais e anormais de tecidos biolégicos, particularmente se
for possivel gerar niumeros a partir de sec¢des histoldgicas. Entretanto é
necessario considerar que se um microscépio € utilizado para analisar a
estrutura de interesse é inevitavel, na maioria dos experimentos, que apenas
uma pequena fragcdo da area de interesse original seja de fato analisada em
detalhe (Howard & Reed, 2005). Esta € uma questdo chave em
neuromorfologia assim como em muitas outras areas onde é necessaria a

distincéo entre condi¢des fisioldgicas e patoldgicas (Schmitz & Hof, 2005).

A estereologia € um ramo da ciéncia que lida com a reconstrucao das

caracteristicas tridimensionais de objetos a partir de reconstrucdo serial de
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estruturas bidimensionais (Weibel, 1989). Os parametros de amostragem sao
definidos a priori em estereologia, de forma que ndo é necessaria a coleta de
dados de tamanho, forma e orientagdo espacial da area a ser investigada
(West, 1996). Os numeros estimados a partir da amostragem podem ser
expressos em valores relativos ou absolutos indicando volume, ndmero,
conectividade, distribuicdo espacial e tamanho das estruturas biolégicas sem
conhecimento prévio da geometria das células ou do tecido a ser investigado
(Glaser & Glaser, 2000; Schmitz & Hof, 2005).

A regra geral em analises qualitativas € encontrar palavras descritivas
tais como menores, maiores, mais largas, menos frequentes, mais frequentes,
diferente, similar, auséncia ou presenca que em geral sdo suficientes para os
propésitos investigados (Schmitz & Hof, 2005). Entretanto, outros estudos que
geram analises quantitativas e expressam valores numéricos sobre contagem
de células, densidades, areas e volumes, apresentam resultados controversos
que se devem a suposicOes prévias acerca do tecido e da geometria das
células e suas distribuicdes no plano da seccdo (Geinisman et al., 1995;
Mayhew & Gundersen, 1996). Muitos dos estudos quantitativos introduzem
vieses de amostragem e ou erro sistematico cuja magnitude é impossivel de
ser apreciada, qualquer que seja a resolucdo da anadlise: 6ptica (Mayhew &
Gundersen, 1996; Gardella et al. 2003; Mandarim de Lacerda, 2003; Howard &
Reed, 2005), confocal (Peterson, 1999; Kubinova & Janacek, 2001) ou
eletronica (Fiala & Harris, 2001; Nyengaard & Gundersen, 2006).

Em estereologia baseada em design este problema é resolvido
utilizando caixas de contagem virtuais aplicadas a uma série de secc¢des dentro
das regibes de interesse. E possivel seccionar opticamente as seccfes
histologicas usando objetivas de grande abertura numérica para produzir
imagens de baixa profundidade de foco. O plano de foco (ou a seccéo 6ptica)
pode ser deslocado, através de distancias conhecidas da espessura da seccéo,
produzindo planos de foco continuos, através dos quais a contagem é feita de
acordo com regras de contagem do dissector escolhido. Na pratica o que
acontece € a contagem de objetos novos que entram em foco (ou saem de
foco) enquanto descemos ou subimos dentro da caixa de contagem de volume

conhecido.
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Um dos mais recentes avancos envolvendo o dissector éptico € a
combinacdo do dissector 6ptico com o fracionador de amostras. Esta
combinacdo conhecida na literatura como fracionador Optico (West et al.,
1991), tem numerosas vantagens praticas, sendo a principal o fato de ndo ser
afetado pela retracdo do tecido, e n&o requerer definicbes rigorosas de
fronteiras estruturais que podem ser feitas em objetivas de baixo aumento. O
fracionador 6ptico envolve contagem de objetos, com sondas de dissectores
Opticos, em uma amostra sistematica uniforme que constitui uma fracdo
conhecida do volume da regido sendo analisada. Na pratica isto é feito através
da amostragem sistematica de uma fracdo conhecida da espessura da seccao,
de uma fracdo conhecida da area seccional e de uma fragdo conhecida do

namero de seccdes que incluem a regiao de interesse.

Cada andlise estereoldgica comeca com o delineamento das fronteiras
da regido de interesse em uma seérie de sec¢fes randdmicas e sistematicas
(Howard & Reed, 2005). As fronteiras das regides de interesse podem ser
facilmente reconhecidas em seccfGes coradas com Nissl, e os limites do
hipocampo podem ser tragados em imagens no video, em um computador

acoplado ao microscopio, utilizando objetivas de baixo aumento.

Para analisar a area delimitada em baixo aumento é necessario mudar
para uma objetiva de grande aumento com elevada abertura numérica e
reduzida profundidade de foco (Schmitz & Hof, 2005).

E inviavel contar todas as células dentro da regido de interesse, para
contornar esse dilema e obter estimativas confiaveis, que se aproximem do
real, a partir de uma diminuta fragdo amostral, € necessaria a utilizacdo de
coleta sistemética e aleatdria de dados incluindo a terceira dimensdo. Essa
alternativa assegura a estimativa adequada do numero total de células, dentro
da area de interesse, a partir do numero de células detectadas em cada caixa

de contagem da amostra e da probabilidade amostral (Schmitz & Hof, 2005).

Entretanto, mesmo com todos esses cuidados, a incerteza nas
estimativas, ainda permanece e decorre de outras fontes de erro possiveis,
como aqueles introduzidos pelos pré-supostos do operador acerca dos grupos

experimentais, pelas alteracdes induzidas nas secc¢des pelo processamento do
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tecido, pela ambiguidade no reconhecimento de areas ou dos objetos de
interesse. Para minimizar esse tipo de incerteza é necessario executar uma
série de procedimentos controle como ensaios duplos cegos, escolhas
adequadas no tipo de processamento tecidual incluindo fixac&o, plano de corte,
imuno-histoquimicas seletivas, garantindo que a cada passo, todas as regides
da estrutura tenham a mesma probabilidade de contribuir para a amostra,
reduzindo a ambiguidade no reconhecimento dos limites da regido assim como

dos objetos de contagem.

3.5.1 Andlise estereoldgica

As andlises estereoldgicas empregadas neste trabalho foram realizadas
por meio do software Stereo investigator (MicrobrightField, Williston, VT, USA,
versao 8.21) instalado a um computador, integrado a um microscopio optico
Zeiss (Imager M1) com objetiva de 5x e 63x, e platina motorizada para os eixos
X, YelZ

Uma marcagdo referencial para cada lamina foi cuidadosamente
instituida (Figura 8) e com a utilizacdo do programa, as areas investigas do
hipocampo foram devidamente delimitadas em objetiva de 5X, posteriomente,
grades (grid) foram sobrepostas nas regifes de interesse e em seguida, uma
caixa de contagem (optical dissector), foi gerada em cada um dos pontos da
intersecgdo do grid com o plano onde se situa a regido delimitada. A
delimitacao das regides de interesse (CA1l, CA2, CA3, hilo e subiculum) (Figura

9) foi guiada pelo atlas estereotaxico do PNH Cebus apella (Manocha, 1968).
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Figura 8. Marcacdo do ponto
referencial na lamina histolégica.

Figura 9. (A) Delimitagdo das areas investigadas na fatia do hipocampo do animal Cebus
apella corado pelatécnica de Nissl. (B) Representacdo esquemaética da grade de contagem
sobreposta pelo software stereoinvestigator na regido CA2 do hipocampo. Barra=1mm
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Os parametros dimensionais da grade, caixa de contagem e espessura

foram definidos previamente pelo pesquisador.

Para a estimativa dos parametros levou-se em consideracdo o0s
seguintes fatores: 1) intervalo do nimero de secc¢des investigadas (section
sampling fraction — ssf); 2) fracdo de amostragem da &rea de cada secc¢do
(area sampling fraction- asf); e 3) média da altura da espessura da amostra
(thickness sampling fraction — tsf), (Howard & Reed, 2005) (Figura 10).

Figura 10. Representacdo esqueméatica das areas amostrais delimitadas para
contagem. A area amostral (asf) e espessura da amostra (tsf) também estéo
ilustradas. Quadrados pretos: Caixa de contagem (optical dissector); h: Altura da
espessura da fracdo amostral; T: Espessura da amostra apés o processamento do
tecido; A x: Comprimento do passo na direcdo X; A y: Comprimento do passo na
direcéo Y. (Figura modificada de West et al., 1991 e Keuker et al., 2003.
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A estimativa do namero total de células (N) foi calculada a partir da

equacgao:

N = 1 X ! X 1 X 220~
ssf asf tsf

Onde Zg- € a somatoria de todas as células contadas em todos o0s

dissectores da regido investigada.

Em cada optical dissector foram marcados os objetos de interesse, neste
caso, neurdnios. No entanto, esta contagem seguiu um procedimento padrao,

garantindo que o mesmo objeto de interesse fosse contado uma Unica vez.

Os neurbnios foram contados, apenas quando 0s mesmos estavam
dentro da delimitacdo de contagem, e fora de uma zona de guarda . A zona de
guarda foi estipulada, somente apos as extremidades da espessura do corte
(fundo e topo) terem sido cautelosamente marcadas pelos observadores,
permitindo assim conhecer o volume em toda a extensdo da area de contagem.
A zona de guarda foi equivalente a 10% da espessura do corte, 5% do fundo e

5% do topo de cada seccéo.

Outro requisito para aperfeicoar o método de contagem foi o
estabelecimento de linhas delimitadoras do optical dissector. Os objetos de
contagem (neur6nios) que estavam dentro da area delimitada e que faziam
interseccdo com as linhas de inclusdo, de cor verde, foram selecionados.
Porém, aqueles neurdnios que tocam as linhas de exclusao, de cor vermelha,

nao foram considerados para a contagem (Figura 11).
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Figura 11: Caixa de contagem caracterizando as linhas de inclusédo (verdes) e
exclus@o (vermelhas), Os circulos amarelos indicam os neurdnios aptos para
contagem. Circulo cinza, neurdnios inviaveis a contagem por tocarem nalinha de
exclusdo. Os circulos de cor preta caracterizam células que nao foram
contabilizadas no estudo (células da glia).

A patrtir da informacdo do numero de pontos (neurdnios), e das demais
variaveis, o programa estimou o numero esperado de neurdnios, em toda

extensdo da regido desejada.

Em nosso protocolo, um cuidado especial foi tomado para evitar
contagens repetidas do mesmo objeto nos diferentes planos de foco. Para isso
repetia-se o procedimento de focalizacéo, visualizando os diferentes planos ao
longo do eixo Z, mais de uma vez em cada caixa de contagem, particularmente
quando co-existiam muitas células no optical disector. O corpo celular foi
utilizado como unidade de contagem e o foco escolhido para posicionar o

marcador foi o nucléolo do neuroénio.

Os neurdnios parvalbumina positivos seguiram o mesmo critério de

contagem, contudo, além das areas regides de CAl1l, CA2, CA3, Hilo e
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Subiculum verificamos também a quantidade de neurdnios nas diferentes
camadas do hipocampo (stratum oriens; pyramidale; radiatum, lacunosum-

moleculare; granular; hilo - camada polimorfica) do primata Cebus apella.

3.5.2 Diferenciacéo de neurdnios e glias

Embora seja geralmente facil distinguir neurénios de células gliais, essa
diferenca entre neurdnios pequenos e células da glia foi desafiadora. Os
seguintes critérios foram utilizados como caracteristica para 0s neurdnios:
nucléolo em localizacdo central, um ndcleo distintivo, citoplasma visivel,
presenca de processos dendriticos, e maior tamanho do corpo celular. As
células da glia foram identificadas pelos seguintes critérios: grupos de
heterocromatina, citoplasma escasso, e menor tamanho do corpo celular
(Selemon et al., 1999; Lidow & Song, 2001; Andersen et al., 2004; Jelsing et
al., 2006).

3.5.3 Estimativa do Volume

A estimativa do volume da formacdo hipocampal, foi calculada segundo
o principio de Cavalieri (West et al., 1990). O volume estimado foi baseado na

contagem de pontos, dado por:

x 2P

Vol = t=afX,y-step )« 1f

SS

3.5.4 Analise estatistica

O coeficiente de erro (CE) estimado para o namero de células das
camadas hipocampais foi calculado a partir da formula:

CE(N)=/CE? +CE?(t)’
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A variabilidade interindividual foi estimada pela soma das medidas de

variacdes intra e inter-seccional (CV).

3.6. Reconstrucao digital de Neurdnios parvalbumina positivos do hipocampo
de primatas ndo humanos da espécie Cebus apella.

Neurdnios parvalbumina positivos foram reconstruidos digitalmente por
meio de um microscopio Zeiss (Imager M1) equipado com objetiva de 63x de
aumento acoplado a um computador dotado do software de reconstrucéo digital
NeuroLucida (MicroBrighField, Colchester, VT, USA), versao 8.21.

Vinte células PV positivas foram selecionadas e reconstruidas a partir do
primeiro corte aleatdrio do hipocampo unilateral da espécie Cebus apella em
cada area do CA (CA1l, CA2, CA3), hilo (incluindo a camada polimorfica),

totalizando um “n” amostral de 80 células. (Figura 12)
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Figura 12. Figura representativa dos neurénios digitalmente reconstruidos nas
regibes do hipocampo. Barra = 800pm
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Para a analise morfoldgica, os neurénios imuno-marcados nas areas de
interesse foram selecionados com base nos seguintes critérios: (1) intensa
marcacao de arvores dendriticas e corpo celular; (2) auséncia de neurbnios nas

proximidades. (Figura 13)

Figura 13. Neur6nio PV positivo considerado apto (a auséncia de células préximas, e a
intensa marcacao dendritica) para a reconstrucdo e caracterizacdo morfolégica. Barra =
10pm
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A localizagédo dos neurbnios no hipocampo do PNH Cebus apella, foi
determinada de acordo com Manocha, 1968. A regidao de CA2, foi
cuidadosamente avaliada, seguindo o padrdo de delimitagdo anatomica de
Guerreiro-Diniz e colaboradores (2010). Os parametros analisados, a partir da
reconstrucdo digital das células foram perimetro e area do soma celular, e
quanto a arborizacdo dendritica obtivemos a area total, volume total, nimero

de bifurcacbes, comprimento total, nimero de terminais e comprimento medio.

Com o intuito de obtermos maiores detalhes sobre a distribuicdo
espacial e a extensdo dos dendritos em relagdo ao soma dos neurdnios, 0
padrdo de ramificacdo foi avaliado pelo método de Sholl (Sholl, 1953). Este
método, consiste na sobreposicéo de circulos concéntricos com distancia preé-
determinada, tendo o centro do soma como a origem das esferas (Figura 14).

Para 0 nosso estudo a distancia entre os circulos concéntricos foi de 10um.
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Figura 14. Célula reconstruida digitalmente e analisada pelo software Neurolucida por meio de circulos
concéntricos de Sholl (10um). Apresentacdo do dendrograma caracterizando a extensdo dos dendritos.
Barra = 100um.
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O numero de interseccOes de cada dendrito com os circulos foram
contados, e as referidas médias e erros padrdes calculados e tabulados,
possibilitando uma representacdo grafica da distancia e complexidade dos

dendritos para com o soma.

Os valores obtidos em cada neurdnio foram calculados pelo software
“Neuroexplorer”. Em seguida, as analises estatisticas foram realizadas com o

software Graph Pad Prisma, versao 5.

Para as comparacdes intergrupos, os dados foram submetidos ao teste
de Kolmogorov-Smirnov e posteriormente & ANOVA seguido do teste de Tukey.
Um valor de p<0,05 foi considerado como representativo de uma diferenca
significante.
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4. Resultados

Durante a realizacdo desse trabalho, ndés sentimos a necessidade de
compreendermos como o trabalho que se iniciava se inseria no contexto das
publicacdes cientificas dedicadas ao estudo dos primatas do novo mundo.
Assim, empreendemos um estudo sobre o uso dos Primatas do Novo Mundo
na pesquisa biomédica. Os primatas ndo humanos desempenham papel
fundamental na pesquisa biomédica, e isto ndo se deve apenas as suas
similaridades anatdmicas, fisioldgicas, bioquimicas, e comportamentais com 0s
humanos, mas também, por sua afinidade filogenética. Com o intuito de
investigar a utilizacdo experimental de primatas do novo mundo na pesquisa
biomédica durante as Ultimas quatro décadas, um estudo quantitativo tendo
como fonte de dados as bases literarias (ex: Medline, Pubmed) foi realizado. A
pesquisa foi realizada para diversos géneros de primatas do Novo mundo
criados em cativeiro no Centro Nacional de Primatas no Brasil. O namero de
artigos publicado, o pais de origem do estudo e as areas cientificas para as
quais estes animais mais foram utilizados foram quantificados. Os resultados
obtidos sugerem que o Brasil € um dos principais paises em gerar
conhecimento com base em modelos de primatas do novo mundo para a
medicina translacional. Como se pode observar, os achados mostraram-se
muito interessantes e, acreditando que eles pudessem auxiliar outros
investigadores da area, nds decidimos publicd-lo em revista especializada
(American Journal of Primatology 71: 1-7, 2010). A coOpia do artigo encontra-se

anexada ao final desta Tese.

4.1 Caracteristicas anatdbmicas do Hipocampo do Cebus apella

4.1.1 Parametros estereoldgicos.

Os parametros estereologicos utilizados neste estudo foram estimados
para evitar a contagem excessiva e assegurar a precisao do método. A Tabela
3 retrata os parametros utilizados durante o presente estudo. Ao comparar 0s
dados da Tabela 3 com os parametros utilizados durante o primeiro ensaio

estereologico (Tabela 2) percebe-se uma grande diferenca no numero de
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pontos contados (neurdnios) e de “optical dissectors” (caixas de contagem) em
cada area investigada. Ao utilizarmos os parametros referentes a Tabela 3,
houve uma reducdo no numero de pontos contados de 24.9 %, 22.6%, 19%,
15.5% e 24.9% e 71.8%, 85.5%, 36.6%, 57.4% e 40.1% nos dissectores
visitados nos subcampos CAL, CA2, CA3, Hilo e Subiculum, respectivamente.
Apesar desta grande reducgdo, o numero total de neur6nios oscilou em apenas
1.0%, 0.7%, 0.9%, 0.7% e 10% nos subcampos de CAl, CA2, CA3, Hilo e
Subiculum, respectivamente. Isto demonstra que ao usarmos 0S parametros
apresentados na Tabela 3, aperfeicoamos o tempo de analise, porém sem

afetar significativamente o resultado final.
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Tabela 2. Parametros estereologicos empregados durante o primeiro ensaio estereologico. £ = somatoéria, ssf = secgdes seriais da amostra, £Q = Pontos totais de

contagem

Regido ssf Ari;?zrid ¥ secgdes (counting'&ﬁ:me) um? ¥ dissectores 3, Q NEURONIOS
CAl 1:5 350 x 350 17 60 x 60 352 1123
CA2 15 350 x 350 17 60 x 60 200 830
CA3 15 350 x 350 17 60 x 60 311 1191
Hilo 15 350 x 350 21 60 x 60 307 425
Subiculum 15 350 x 350 21 60 x 60 306 897

Tabela 3. Parametros empregados utilizados no presente estudo. X = somatéria, ssf = seccdes seriais da amostra, XQ = Pontos totais de contagem.

Regido ssf Ar?ﬁrid ¥ secdes (countingA?re:me) um? ¥ dissectores 3,  NEURONIOS
CAl 15 500 x 500 17 35x35 253 254
CA2 15 500 x 500 17 35x35 171 158
CA3 15 500 x 500 17 35x35 115 207
Hilo 15 500 x 500 21 35x35 115 66
Subiculum 1:5 500 x 500 21 35x35 123 224
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4.1.2 Numero total de neurénios nas diferentes subcamadas da formagéao
hipocampal.

Sob andlise microscopica, todas as subdivisdes citoarquitetbnicas
classicas do hipocampo foram claramente identificadas no macaco Cebus
apella. A estimativa do niumero de neurdnios nas subcamadas da formacao
hipocampal de trés Cebus apella utilizados no estudo, corrobora com dados
prévios da literatura (Guerreiro-Diniz et al., 2010). Os dados obtidos em nosso
estudo estéo representados na Tabela 4 com o respectivo coeficiente de erro
(CE). O CE para as estimativas neuronais foi 0.05 =+ 0.02 e o coeficiente de

variancia (CV) dos animais foi de 0.02 + 0.01.
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Tabela 4. Numero total de neurdnios no hipocampo do primata Cebus apella (hipocampo unilateral — valores em milhdes).

CE= Coeficiente de erro.
CV= Coeficiente de variancia.

Animal CA1l CA2 CA3 Hilo Subiculum
1 0,550 (0,03) 0,232 (0,03) 0,477 (0,02) 0,140 (0,04) 0,305 (0,03)
2 0,527 (0,06) 0,157 (0,08) 0,435 (0,07) 0,103 (0,12) 0,297 (0,05)
3 0,523 (0,07) 0,143 (0,07) 0,429 (0,06) 0,121 (0,08) 0,308 (0,07)
Média N (CE) 0,533 (0,05) 0,177 (0,06) 0,447 (0,05) 0,121 (0,08) 0,303 (0,05)
Densidade
Neuronal 0,03 0,03 0,48 0,01 0,02
(n° cél./ mm?)
CVv (0,02) (0,05) (0,03) (0,01) (0,01)
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4.1.3 Volume (Cavalieri)

A média do volume total do cérebro, tronco cerebral e cerebelo nos
animais estudados foi 32060 mm?® (+ 1615). O volume do complexo hipocampal
(giro dentado + formacdo hipocampal) corresponde a 0,37% (119,1 mm? +
1,17) de todo hemisfério. A média do volume de CAl, CA2, CA3, Hilo e
Subiculum é 15,84 mm® (+ 2,88), 5,38 mm® (+ 1,52), 9,90 mm? (+ 0,7), 11,03
mm® (+ 1,19) e 11,52 mm® (+ 1,17), respectivamente. A &rea de CAl
corresponde a 37,6%, CA2 a 12,8%, CA3 a 23,5% e Hilo a 26,1% do volume

total do complexo hipocampal.

4.1.4 Namero total de neurénios parvalbumina positivos nas diferentes
regides e subcamadas da formacao hipocampal.

A estimativa do numero de células PV positivas nas diferentes regides e
subcamadas da formac&o hipocampal de trés Cebus apella utilizados no
estudo esté representado na Tabela 5 e 6 , com o respectivo CE 0.05 + 0.02. O
CV dos animais foi de 0.02 + 0.01.

64



Tabela 5. Namero total de neurénios parvalbumina positivos no hipocampo do primata Cebus apella (hipocampo unilateral — valores em milhdes).

CE-= Coeficiente de erro.
CV= Coeficiente de variancia.

Animal CA1l CA2 CA3 Hilo Subiculum

1 21382,3 21587.,4 19451,3 4793,14 22265,3
2 24231,1 18842,6 20238,7 5513,1 20719,2
3 23879,6 18754,8 20847,3 4578,2 219847
Média 23164,3 19728,3 20179,1 4961,4 21656,4
Densidade Neuronal 1462,3 3666,9 2038,2 4498 1879,8
(n° cél./ mm?)

N (CE) 0,13 0,11 0,12 0,19 0,1
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Tabela 6. Numero total de neurdnios parvalbumina positivos nas subcamadas do hipocampo do primata Cebus apella (hipocampo unilateral — valores em milhdes).

CE-= Coeficiente de erro.
CV= Coeficiente de variancia

) ) ) . Lacunosum- Hilo — Camada
Animal Oriens Pyramidale Radiatum Moleculare Granular polimérfica
1 13181,1 33209,6 1027,1 513,5 3594.,8 4793,1

2 15539,2 39355,1 1236,5 623,3 4010,1 5513,1

3 12234,9 35485,7 1047,5 678,4 4291,2 5239,4
Média 13651,7 36016,8 1103,7 605,08 3965,4 5181,8
Desnsidade

Neuronal 1383,1 1470.6 44,3 132,2 692,0 469,7

(n° cél./mm?)

N(CE) (0,11) (0,07) (0,41) (0,58) (0,22) (0,19)

66



4.2 Andlise espacial das células parvalbumina positivas na formacéo
hipocampal.

4.2.1 Giro dentado

A partir da analise microscépica, foi possivel localizar células PV
positivas em cada uma das trés camadas (granular, lacunosum-moleculare,
polimorfica) do giro dentado. Entretanto, células localizadas no stratum
lacunosum-moleculare foram extremamente raras. A maioria dos neurbnios
observados estd presente nas camadas polimorfica-hilo e granular, estes
dados corroboram com os resultados (quantitativos) obtidos por meio da
analise estereoldgica (tabela 6). O corpo neuronal das células da camada
polimorfica sdo em sua grande maioria de formato fusiforme e esférico, os
dendritos destas células tendem a tangenciar a camada granular, raramente se
projetando para o interior da mesma (Figura 15, 16). Porém, quando as poucas
projecdes se direcionam para o interior da camada granular estas atravessam a

camada em direcdo ao stratum lacunosum-moleculare (Figura 31).

Figura 15. Neurbnios PV positivos na camada polimérfica do giro dentado. Rad =
Radiatum; L-M = Lacunosum-Moleculare; Gr. = Granular; Pol.= Polimérfica. Barra = 50um
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Figura 16. Neurdnios PV positivo na camada polimérfica do giro dentado da (figura 15
em maior aumento). Note que a maioria das projecfes dendriticas se mantém restritas a
camada polimérfica. Barra = 5um.
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As células presentes no stratum granular possuem, quase que
exclusivamente, corpo celular esférico e ramificagcbes que se direcionam para

as camadas mais internas do stratum lacunosum-moleculare (Figura 17).

Figura 17. Neurdnio PV positivo de soma esférico localizado na camada granular do giro
dentado. Observe os dendritos se projetando para o interior do stratum lacunosum-
moleculare. Barra = 5um
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As poucas células presentes no lacunosum-moleculare apresentam uma
forma esférica e seus dendritos estendem-se por toda a extensdo da camada
em diregdo ao stratum radiatum. Raras foram as observagfes de dendritos
adentrando a camada granular. A grande maioria das células localizadas nessa
camada se situa no primeiro e segundo terco do stratum lacunosum-moleculare
(figura 18 e 19).

Figura 18. Neurbénio de soma esférico situado no primeiro ter¢o interno do stratum lacunosum-
moleculare (Seta vermelha). Barra = 50pm
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Figura 19. Neurbnio da figura 18 em maior aumento. Observe as ramificacdes
atravessando toda a extensdo do stratum lacunosum-moleculare, direcionando-se ao
stratum radiatum. Rad = Radiatum; L-M = Lacunosum-Moleculare; Gr = Granular. Barra =

S5um.
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4.2.2 Hipocampo

O maior grau de imunoreatividade e fibras foram localizados na camada
piramidal e stratum oriens do hipocampo. Por outro lado, células foram
infrequentemente observadas no stratum radiatum, ratificando os dados
guantitativos da analise estereoldgica. Com relacdo a imunoreatividade, nota-
se uma elevada densidade de células PV positivas em CA2 quando
comparadas a outras areas do hipocampo. As ramificacdes originarias dos
neurénios localizados nesta camada se projetam através do stratum radiatum e
terminam na parte mais externa do stratum lacunosum-moleculare (Figura 20 e
21).
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Figura 20. Imagem da regido de CA2. Note a presenca predominante de células na
camada piramidal e polimérfica. Os neurdnios de CA2 direcionam suas projecdes
através do stratum radiatum em direcdo ao lacunosum-moleculare. Neurdnios
localizados na camada polimérfica possuem suas ramificacbes em direcdo as
ramificac@es das células de CA2. Barra= 10um
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Figura 21. Regido intensamente marcada em CA2. Note os dendritos que se projetam a
longas distancias, terminando no stratum lacunosum-moleculare. Barra = 10um
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Outras células também emitem projecdes ao stratum oriens, como pode
ser visualizado na figura 22. Quanto ao seu corpo celular, as células de CA2
possuem diferentes padroes de forma.

Figura 22. Célula de CA2 emitindo projec¢des tanto para o stratum lacunosum como para
o stratum oriens. Setas preta = projecdo em direcdo ao stratum oriens; Seta vermelha =
projecdes em direcdo ao stratum lacunosum-moleculare. Barra = 10um
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