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RESUMO

A neurogénese poOs-natal ¢ uma caracteristica conservada durante a evolucdo, e o fendmeno
de regeneracdo neuronal, que possibilita que neurdnios lesionados ou destruidos sejam
substituidos por outros recém-formados, gera otimismo para a estratégia de reparacao
neuronal. A proposta deste trabalho foi de verificar a existéncia de neurogése pos-natal e
analisar a potencialidade de regeneragdo neuronal no cortex cerebral do lagarto Tropidurus
hispidus. Como modelo experimental o T. hispidus foi selecionado por apresentar cortex
cerebral com relagdes filogenéticas ao hipocampo de mamiferos. A quantificacdo do
nimero de neurdnios no cortex cerebral do T. hispidus ao longo do desenvolvimento foi
realizada através da Técnica de Fracionador Optico. Para o estudo da neurogénese pos-
natal foi utilizada a Técnica Imunohistoquimica para 5-BrDu . Com o intuito de
demonstrar a existéncia de glia radial foi utilizada a Técnica de Golgi. Para averiguar o
potencial regenerativo no cortex cerebral do Tropidurus hispidus as Técnicas de 3-
Acetilpiridina, de Hematoxilina-eosina e Nissl foram utilizadas. Os resultados obtidos
demonstraram que houve um aumento progressivo no numero de neurdnios no cortex
medial ao longo da vida dos animais; o nimero de nucleos 5-BrdU positivos foi maior em
lagartos adultos em relagdo aos jovens; a presenca de glia radial foi revelada no cortex
cerebral de Tropidurus hispidus adultos, e foi constatado um aumento do ntimero de
nucleos picnoticos para os animais com 7 dias sob a¢do da 3-AP, e uma diminui¢do aos 33
dias apds 3-AP. Estes resultados sugerem o cortex cerebral do Tropidurus hispidus como
um modelo promissor para o estudo de neurogénese pos-natal e regeneragao neuronal do

tecido nervoso.

PALAVRAS-CHAVE:Cortex cerebral; neurogénese pds-natal; neuronios; regeneragao

neuronal; Tropidurus hispidus.



ABSTRACT

The post-natal neurogenesis is a characteristic which is kept during evolution, and the
phenomenon of neuronal regeneration allows the injured neurons to be replaced for
other new ones, this phenomenon creates optimism in the strategy of neuronal
repairment. The aim of his work was to verify the existence of post-natal neurogenesis
and the potenciality of neuronal regeneration in the cerebral cortex of the lizard
Tropidurus hispidus. The T. hispidus was choosed as experimental model because it
presents philogenetic relationship with the mamalian cerebral cortex and hipocampus.
The counting of the number of neurons in the cerebral cortex of the T. hispidus during
the development was realized through the Optical Fraction Techninque. The
imunohistochemical technique was used for 5-Brdu to study post-natal neurogenesis.
The Golgi technique was used to demonstrate the existence of a radial glia in the adult
lizard cortex. To check the regenerative potential of the T. hispidus cerebral cortex
animals were injected with the antimetabolite 3-Acetilpiridine and the brain sections
were stained by Hematoxiline-eosine and Nissl techniques. The results showed a
progressive increase in the number of neurons in the medial cortex during the life of
the animals; the number 5-BrDu positive nuclei was bigger in adult lizards, comparing
to young ones; the presence of radial glia was revealed in the cerebral cortex of the
adult Tropidurus hispidus, and it was observed an increase of the number of picnotic
nuclei for animals with 7 days under the action of 3-AP, and a decrease 33 days after
3-AP. These results suggest that the cerebral cortex of the Tropidurus hispidus is a
good experimental model to study postnatal neurogenesis and neuronal regeneration of

the nervous system.

Keywords: cerebral cortex; postnatal neurogenesis; neurons; neuronal regeneration;

Tropidurus hispidus
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1 INTRODUCAO

Durante varias décadas um dos principais paradoxos da neurobiologia entre
vertebrados, ¢ de maneira especial entre mamiferos, foi a neurogénese pos-natal no
cérebro de animais adultos. Mais recentemente, com o avan¢o dos estudos, esse
paradigma vem sendo reavaliado, através de evidéncias sobre propriedades
neurogénicas no sistema nervoso de varios grupos de animais, cujas células detém a
capacidade de regeneracao neuronal, minando assim o dogma no qual os neurénios

sdo gerados apenas durante a vida fetal (CONTI et al., 2003).

Uma maior compreensdo sobre os mecanismos de funcionamento do sistema
nervoso, como se ajusta diante influéncias ambientais durante o desenvolvimento
normal, ¢ como se estabelece ou restaura-se mediante condigdes patologicas ou
experimentais, ¢ de fundamental importancia para que experimentos € avangos
tecnoldgicos possam ser obtidos. Novas elucidagdes acrescidas a adaptabilidade do
sistema nervoso demonstram assim que o conceito de um sistema estagnado e
imutavel estd realmente ultrapassado, cedendo lugar para um neuro-universo cada vez

mais responsivo, dindmico e pléstico.

A medida que pesquisas comecaram a esclarecer os complexos processos
celulares que ocorreram mediante lesdo do sistema nervoso, meios para minimizar a
agressao celular sofrida por esse sistema passaram a ser mais bem instituidos,
entretanto o real impacto da neurogénese e da regeneracdo neuronal, e a investigacao
mais profunda de como o ambiente pode ser explorado para que favoreca a integragao
e a sobrevivéncia celular, necessitam de analise mais aprofundada. Para Lopez-Garcia
et al. (2002a) ““a possibilidade de se manipular e aumentar potencialidade regenerativa

oculta gera otimismo para estratégias de reparagcdo neural”.

Estudos envolvendo a neurogénese e a regeneracdo neuronal, proporcionam o
desenvolvimento de novos procedimentos terapéuticos, representando claramente
importante desafio para investigagdo clinica e fundamental; no entanto um modelo

experimental adequado para que essas alteragdes possam ser analisadas passa a ser um



Neurogénese Pos-natal e Regeneracdo Neuronal no Cortex Cerebral... 15

desafio para os pesquisadores. Neste estudo optou-se pelo lagarto, uma vez que, o
cortex medial desse animal e o hipocampo do mamifero demonstra compartilhar
propriedades ortogenéticas, estruturais e filogenéticas comuns, que podem ser
preditivas de propriedades semelhantes relativas a regeneragao neuronal (LOPEZ-

GARCIA et al., 2002b).

Pesquisa parcial foi realizada pelo Laboratério de Neurofisiologia da
Universidade Federal de Sergipe, demonstrando que o lagarto Tropidurus hispidus
apresenta neurogénese pos-natal (NUNES et al., 2003); além de dar continuidade a
esta linha de pesquisa, este presente estudo analisou a potencialidade de regeneragdo
neuronal no cortex de animais adultos, a partir de lesdo provocada pela neurotoxina 3-

Acetilpiridina.

1.1 Regeneracdo do Sistema Nervoso em Animais Vertebrados

Pesquisas e descobertas de fenomenos regenerativos levam a uma expectativa
bastante otimista sobre a potencialidade do sistema nervoso; as células nervosas
apresentam capacidade de regeneracdo, ou de diferenciacdo e passam a realizar
funcdes antes desempenhadas por células que sofreram lesdes (STEIN et al. apud

FERES & CAIRASCO, 2001).

Um sistema bastante estudado quanto ao seu potencial regenerativo ¢ o
auditivo (GROSS, 2000; FERES & CAIRASCO, 2001); estudos em diferentes
espécies vém demonstrando que este sistema pode reagir diante de situacdes que
venham perturbar seu funcionamento, tanto com tentativas de regeneracdo quanto com
reestruturacdo. O potencial plastico dos neurdnios que compdem os sistemas
sensoriais esta presente durante a fase mais precoce da vida; no entanto em peixes €
anfibios esta capacidade esta presente durante toda vida desses animais, podendo
reparar perdas ou mesmo aumentar a sensibilidade auditiva (FERES & CAIRASCO,
2001).
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Em estudos sobre regeneracdo de elementos neurais, observou-se que a
formacao hipocampal apresenta um importante papel no processo de aprendizagem e
memoria. Este fato foi constatado em inumeras pesquisas (CONTI et al., 2003; FONT
et al.,, 1997; 2001; LOPEZ-GARCIA et al.,, 2002b; MOLOWNY et al., 1995) .
Utilizando marcadores em células em proliferagdo, averiguou-se que a produgdo de
novos neurdnios, processo denominado neurogénese, ocorre em uma variedade de
mamiferos, incluindo ratos, camundongos, macacos, gorilas, e inclusive no ser

humano (GOULDb, 1999).

Para Hastings (2001) em determinadas regides do cérebro dos mamiferos,
como no giro denteado, a geragdo neuronal perpetua-se na idade adulta; a producgdo e
a sobrevivéncia desses neuronios sdo influenciadas por fatores neuroendocrinos e
experimentais, sugerindo que o ambiente pode afetar a estrutura e fun¢ao do sistema

nervoso.

Kandel (1991) em seus estudos relata que:

A unidade funcional do sistema nervoso ndo ¢ mais centrada
apenas no neur6énio, mas concebida como uma imensa rede de conexdes
sinapticas entre unidades neuronais, além de células gliais, as quais sdo

modificaveis em fungdo da experiéncia individual, ou seja, do nivel de

atividade e do tipo de estimulagdo recebida.

No entanto apds uma lesdo do sistema nervoso central a reagdo glial
apresenta-se com comportamento dubio, participando de uma forma inibitéria ao
crescimento de fibras nervosas, no que diz respeito a formagdo da cicatriz glial, nas
bordas da lesdo, e por outro lado estimulando o crescimento dessas fibras, levando-se
em conta a expressdo de fatores neurotroficos gliais em regides proximas e distantes

do local da lesao (LEME, 2001).

Nunes et al. (2003) averiguou presenca de glia radial, em intima relacdo com
neurdnios jovens, nas areas consideradas como regides de “nascimento”, e migracdes
neuronais do lagarto T. hispidus. Para Nacher (1999b) todas as areas do sistema
nervoso dos vertebrados em que a glia persiste apds o nascimento, também apresenta

neurogénese pds-natal; além disso , a proliferagdo celular desta glia no lagarto adulto,
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provavelmente propicia a geracdo de novos neurdnios no cortex medial desses
animais; essas células também estdo ativamente envolvidas na remog¢do de restos

celulares gerados durante lesdo no cortex medial..

1.2 Neurogénese Pds-natal em Vertebrados: Breve Historico

Embora se detenha atualmente o conhecimento de que o sistema nervoso nao
¢ imutavel, e que possui propriedades morfoldgicas e funcionais que sofrem influéncia
de alteracdes ambientais, sexuais, de idade, dentre outras (KEMPERMANN et al.,
1998); durante muito tempo o pensamento dominante na comunidade cientifica
afirmava que a geracao de novos neurdnios ocorria apenas durante o desenvolvimento
embrionario. Apesar de, na primeira metade do século XX ja existirem relatos
constatando a possibilidade de neurogénese em cérebro adulto, estes fatos tendiam a
ser ignorados, possivelmente em decorréncia ao grande peso das autoridades
opositoras a idéia e a inadequag¢do de métodos disponiveis para detectar a divisdao

celular e a distingdo entre glia e neurénios pequenos.

Um avango importante no estudo da neurogénese surgiu a partir da
introducdo da autoradiografia com [*H]-timidina, que proporcionou a marcacdo de
neurdnios em divisdo. Estudos utilizando-se desta técnica relatavam a existéncia de
novos neurdnios em varias estruturas de ratos jovens e adultos, incluindo giro
denteado da formacgdo hipocampal, neocortex e bulbo olfatério (ALTMAN & DAS,
1965). Entretanto, estes primeiros trabalhos ndo conseguiram apresentar evidéncias
sobre o papel funcional dos neurdnios de nova geragao; apenas no final dos anos 70 ¢

que o tema voltou a ser discutido em maior profundidade.

Estudos desenvolvidos nos Estados Unidos, iniciados nos anos 60, a partir da
analise sistematica das bases neuronais do aprendizado musical dos passaros,
comprovaram adi¢do de neurdnios com [*H]-timidina, € comprovaram um marcante
dimorfismo sexual no cérebro de canarios. Observou-se que machos da espécie

apresentaram repertorios musicais complexos, e que fémeas, geralmente ndo cantam
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ou emitem repertorios bem mais simples que os machos. Entretanto, quando as fémeas
recebem tratamento sistémico com o hormdnio testosterona elas enriquecem o seu
repertorio musical que se assemelha ao produzido pelos machos (NOTTEBOHM,

2002).

Estudando o Centro Vocal Superior (CVS) em candrios machos, fémeas, e
em fémeas tratadas com testosterona, pesquisadores verificaram um aumento
significativo do volume do cérebro nos machos em relacdo as fémeas e das fémeas
tratadas em relagdo as nao tratadas com testosterona. Eles observaram ainda
oscilagdes do volume do CVS durante as diferentes estacdes do ano. Nos meses de
outubro e mar¢co o volume aumenta e em julho e dezembro ocorre uma retracdo
(KIRN et al., 1994). Utilizando a marcac¢io pela H’-timidina os pesquisadores
demonstraram que este aumento de volume ndo era causado apenas por um aumento
do numero de sinapses formadas, mas sim um aumento do nimero dos neurdnios de

projecdo que fazem parte dos circuitos responsaveis pelo aprendizado do canto.

Finalmente na década de 90, avangos estabeleceram a realidade da
neurogénese em mamiferos, fato proporcionado pelo surgimento de um novo
marcador de replicacio do DNA; trata-se de um andlogo sintético da timidina
chamado Bromodeoxiuridina (BrDu) que a semelhanca da H*-timidina incorpora-se
ao DNA durante a fase S do ciclo celular. A vantagem desta nova substancia ¢ que um
anticorpo pode ser desenvolvido contra ela favorecendo assim estudos de
imunocitoquimica e imunohistoquimica os quais revelaram novos aspectos sobre o
fenotipo e sobre o numero de neurdnios que se incorporam no cérebro a cada dia.
Desde entdo a neurogénese pds-natal tem sido demonstrada em todas as espécies de

mamiferos estudadas inclusive no cérebro humano (ERIKSON et al., 1998).

Nos ultimos cinco anos diversos estudos eletroneurofisiologicos,
especialmente utilizando fatias do hipocampo de ratos, revelaram que neurdnios de
nova geragdo apos migrarem para as camadas celulares do giro denteado formaram
sinapses, € responderam a estimulacao elétrica de modo similar aos neuronios antigos,
0 que sugere uma completa integracdo a circuitaria da formagdo hipocampal (VAN

PRAAG et al. , 1999). Portanto, o fendmeno de génese neuronal no periodo pds-natal
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gera otimismo em decorréncia da possibilidade de que esse fato possa possibilitar que
neurdnios lesionados ou destruidos, possam ser substituidos por outros recém-

formados.

1.3 Organizagdo do Cortex Cerebral de Vertebrados: Relagdes Filogenéticas

Comparando a estrutura dos hemisférios cerebrais entre os principais
vertebrados amniotas, os anfibios apresentam o encéfalo notavelmente nao
especializado, apresentando areas hipocampais e piriformes primitivas formadas a
partir do arquicértex e paleocortex, respectivamente, com células dispersas localizadas
na zona periventricular (Figura 1). Proje¢des sensoriais vindas do tdlamo terminam

principalmente no palio medial e corpo estriado (MILTON, 1995).

Os répteis apresentam um cortex delgado composto por corpos celulares
neuronais, que estdo agrupados em sua maioria, formando uma camada celular
principal intercalada entre duas camadas plexiformes, as quais sdo formadas por
escassos interneurdnios e onde as conexOes aferentes finalizam de modo
extremamente laminado (LOPEZ-GARCIA et al., 2002a). As por¢des medial e dorso-
medial, sdo consideradas homoélogas a formagdo hipocampal dos mamiferos, ¢ a
porcdo lateral corresponde ao cortex olfativo (piriforme) dessa espécie; uma pequena
porcao dorsal ¢ possivelmente similar ao isocértex. Outra estrutura importante do
telencéfalo de répteis € a por¢do dorso-ventricular localizada acima do corpo estriado;
para esta area converge a maior parte das proje¢des sensoriais vindas do talamo.
Muitos autores consideram a area dorso-ventricular homodloga ao neocortex dos

mamiferos (ABOITZ et al., 2002).

Os mamiferos apresentam cortex cerebral bem desenvolvido, com seis
camadas (isocortex), posicionado entre a formagao hipocampal (o arquicértex, medial)
e o cortex olfativo (paleocortex, lateral). O isocértex abrange todo encéfalo, tanto
estrutural, como funcionalmente, e para ele convergem a maioria parte das projegoes

sensoriais, em conseqiiéncia disso experimentou uma grande expansao em relagdo as
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outras areas cerebrais. (ABOITIZ et al., 2002). O arquicortex € representado pelo
grande hipocampo. Os lobos Opticos, agora denominados coliculos anteriores, sdo

pequenos porque o cortex cerebral adotou grande parte de sua fungio.

Amfibios Mamiferos Passaros e Crocodilianos Outros répteis
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FIGURA 1: Relagdes filogenéticas entre os vertebrados terrestres em relagdo a
estrutura do cortex cerebral: Para cada taxon um hemisfério cerebral de uma espécie
caracteristica ¢ mostrado. A por¢do medial esta a esquerda de cada figura. DCx:
cortex dorsal; DVR: por¢do dorso-ventricular; HP: hipocampo; LCx: cortex lateral,
LP: paleo lateral; MCx: cértex medial; MP: paleo medial; STR: corpo estriado; Ocx:
cortex olfativo; Icx: isocortex (ou neo-cortex). FONTE: Aboitz et al., 2002.

1.4 O Cortex Cerebral de Lagartos

Entre os animais da Classe Reptilia, a Sub-Classe Esquamata reune as cobras
e os lagartos. A figura 2 mostra um corte transversal na por¢do medial do telencéfalo
de um lagarto adulto da espécie Tropidurus hispidus, corado pelo método de Nissl. O
cortex cerebral ¢ a faixa mais estreita localizada entre o ventriculo lateral e a pia
mater, e é normalmente dividido em: cortex medial, dorso-medial, dorsal e lateral.
Nesta espécie o cortex medial apresenta o maior agrupamento de corpos celulares
(corados pelo azul de toluidina), formando a camada celular compacta, posicionada
entre as camadas plexiforme interna (anexa ao ventriculo lateral) e a plexiforme

externa (anexa a pia mater).  As camadas plexiformes sao formadas pelos dendritos,
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axonios e processos de glia radial além de uma pequena quantidade de corpos
celulares (neur6nios e microglia) (DE LA IGLESIAb; LOPEZ-GARCIA, 1994,
1997b). Ja na camada celular uma surpreendente variedade de tipos neuronais (5 tipos
¢ 11 subtipos) foi descrita na espécie Podarcis hispanica pela utiliza¢do da técnica de
Golgi. (DE LA IGLESIA, 1997a).

A figura 3 mostra as relagdes estruturais entre o cortex medial de lagartos e o
giro denteado da formacao hipocampal de roedores. Os neurdnios principais (ou de
projecao) do cortex medial emitem projegdes axonais para os cortices dorso-medial e
dorsal. Estes terminais sdo ricos em zinco e podem ser visualizados pelo método de
Timm que detecta a presenca de metais pesados no tecido nervoso (LOPEZ-GARCIA
et al., 2002b). As projecdes zincérgicas do telencéfalo de lagartos lembram os campos
sindpticos do estrato lucido da drea CA3 da formagdo hipocampal dos mamiferos, a
chamada via das fibras musgosas. Tanto no hipocampo, como no cortex medial de
lagartos (VAREA et al., 2001) observou-se através de métodos imunohistoquimicos
que estes neurdnios de projecdo sdo glutamatérgicos; portanto, quando estimulados
liberam nos terminais pos-sinapticos glutamato mais zinco. Atualmente, existe um
debate intenso sobre o papel fisiologico do zinco em sinapses glutamatérgicas

especialmente na formagao hipocampal (KAY, 2003; LOPANTSEYV et al., 2003).

Uma das caracteristicas marcantes do cortex medial de lagartos e da
formacdo hipocampal dos mamiferos ¢ a ontogénese tardia. A maior parte dos
neurdnios do hipocampo de roedores ¢ gerada nas primeiras semanas da vida pds-
natal. Em primatas este periodo ¢ ainda mais prolongado (RAKIC &
NOWAKOWSKI, 1981). Em lagartos a neurogénese poés-natal tem sido demonstrada
em varias espécies (LOPEZ-GARCIA, 1988). Em animais de zonas temperadas, como
¢ o caso da espécie Podarcis hispanica, a neurogénese varia dependendo da estagdo

do ano, durante os meses de inverno a taxa cai drasticamente (RAMIREZ et al., 1997).
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FIGURA 2: Aspecto geral da morfologia do telencéfalo de T. hispidus em corte transversal ¢
corado pelo método de Nissl: A: dorso e ventre do cérebro inteiro. B: telencéfalo cortado
transversalmente como mostrado em C. D: uma visdo ampliada de um dos cortes transversais
mostrados em B. E, F: detalhe a camada de neuronios no cortex medial. DC, cortex dorsal;

DMC, cortex dorso-medial; PDV, por¢ao dorso-ventricular; MC, cortex medial; SPT, septum.
FONTE: Ramalho, 2003.
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FIGURA 3: Relagdes estruturais entre o giro denteado da formacdo hipocampal de
mamiferos e o cortex cerebral de lagarto. Os neurdnios do cértex medial dos lagartos
(B) apresentam varias similaridades com aos neuronios granulares do giro denteado da
formagdo hipocampal dos mamiferos (A) (ver texto). GD: giro denteado da formagao
hipocampal; CA3: area CA3 da formagdo hipocampal; CAl: 4drea CAl; CM: cortex

medial; CDM: cortex dorso-medial; VL: ventriculo lateral; ep: epéndima. FONTE:
Marchioro, 2003.
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1.5 Podarcis hispanica: Um Modelo Experimental de Regeneragdo de
Cortex Cerebral

Um dos lagartos mais estudados do ponto de vista neurobioldgico € a espécie
Podarcis hispanica (BLASCO-IBANEZ et al., 1992; DE LA IGLESIA et al., 1997a;
LOPEZ-GARCIA et al., 2002b; PEREZ-SANCHES et al, 1989) e o grupo de pesquisa
que mais tem contribuido para isso ¢ liderado pelo Dr. Carlos Lopez-Garcia da
Universidade de Valencia na Espanha (LOPEZ-GARCIA et al., 2002b). A figura 4
mostra o aspecto geral do cérebro P. hispanica e a organizag¢ao do cortex cerebral em

corte transversal.

Bad T - '

R

FIGURA 4: Organizagdo geral do cortex cerebral de Podarcis hispanica em corte
transversal.. Em escuro estdo evidenciados os terminais sindpticos ricos em zinco,
corados pelo método de Timm. CM: cortex medial; CDM: coértex dorso-medial; CD:

cortex dorsal; CL: cortex lateral; VL: ventriculo lateral; PDV: por¢ao dorso-ventricular.
Fonte: Font, 1997.
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Desde o inicio dos anos 80 estes pesquisadores foram atraidos por dois
aspectos importantes da neurobiologia deste animal: a constatacdo de que o seu
telencéfalo apresenta uma intensa atividade neurogenética em qualquer fase da vida
adulta e uma incrivel habilidade em repor neurénios perdidos por lesao neural. No
inicio dos estudos foi verificado que existe uma correlacdo significativa entre a idade
de P. hispanica e o niimero de neurdnios no seu cortex medial. Esta constatacdo
sugeriu que nesta espécie ha adigdo de neurdnios no parénquima cerebral durante toda

a vida do animal (LOPEZ-GARCIA et al., 2002b).

Estudos demonstraram pelas técnicas de autoradiografia (H’-timidina) e
imunohistoquimica (BrDu) a presenca de neurdnios de nova geragdo no telencéfalo de
P. hispanica (MARCHIORO et al., 2005). Das areas telencefalicas estudadas destaca-
se em primeiro lugar o cortex medial por apresentar maior atividade neurogenética.
Outras areas como o cortex dorso-medial, dorsal, lateral e por¢cao dorso-ventricular
revelaram uma atividade neurogenética mais discreta (PEREZ-SANCHES et al.,

1989).

Outro aspecto extremamente importante do cortex cerebral de P. hispanica é
a sua capacidade de regeneracdo em resposta a lesdo quimica. Estudando os efeitos da
3-AP o grupo liderado por Lopez-Garcia criou o termo “neurogénese reativa” para
expressar a intensa atividade neurogenética que se seguia a uma lesao severa do cortex
medial (MOLOWNY et al., 1995). Esta atividade tem origem principalmente no
sulcus arquicorticalis dos ventriculos laterais onde surgem neur6nios de nova
geracdo, a exemplo do que ocorre na formacdo hipocampal de mamiferos. Este
fendomeno de neurogénese pds-natal e regeneragdo neural € inico entre os vertebrados

amniotas .

Como discutido anteriormente, a neurogé€nese poOs-natal ¢ um fendmeno
extremamente dindmico e varia em fun¢do de uma série de fatores externos e internos
ao organismo. Para a espécie Podarcis hispanica, que vive em um clima temperado,
dois fatores importantes sdo a intensidade luminosidade e a temperatura ambiental
(RAMIREZ et al., 1997). Fotoperiodos longos, que ocorrem durante os meses de
verdo, aumentam o numero de neuroblastos na camada neuroepitelial ependimaria, e

temperaturas baixas, durante os meses de inverno, inibem a migra¢ao de neurdnios
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novos. Na verdade, P. hispanica passa por um periodo de hibernagdo durante o
inverno europeu. Poucos estudos existem sobre a atividade neurogenética de espécies
tropicais de lagartos (MARCHIORO et al., 2005; NUNES et al., 2003; SANTOS et
al., 2004).

1.6 Tropidurus hispidus: Uma Espécie de Lagarto Tropical

1.6.1 Aspectos ecoldgicos

O género Tropidurus (Squamata, Tropiduridae) ocorre na savana, no cerrado,
na caatinga, ¢ em florestas da América do Sul, normalmente em ambientes abertos
(RODRIGUES, 1988). A figura 5A apresenta quatro exemplares da espécie T.
hispidus utilizada neste trabalho. A maioria das espécies do género ¢é insetivora e
algumas delas possuem habitos arboricolas. Van Sluys (1998) estudou o crescimento e
os habitos da espécie Tropidurus itambere, em uma formagao rochosa do estado de
Sao Paulo, observou que a espécie ocorre durante todo o ano, € que os machos (0,15
mm/dia) crescem mais rapido que as fémeas (0,11 mm/dia), sdo territoriais, e vivem
em média 3 anos. Estes animais atingem a maturidade sexual entre 150 a 180 dias
indicando que os individuos que nasceram no inicio do recrutamento (janeiro-
fevereiro) alcancardo maturidade sexual na esta¢ao reprodutiva seguinte (outubro-

novembro).

A dinamica populacional da espécie T. itambere foi estudada por Van Sluys
(2000), em Valinhos, Sao Paulo, pelo método de “marcagdo-recaptura”, entre
fevereiro de 1993 e janeiro de 1995. Observou que a eclosdao dos ovos ocorre na
estacdo chuvosa (novembro-marco), € o recrutamento ocorre entre janeiro e abril,
quando os jovens se agregam a populagdo. Nos meses de setembro a outubro, no
inicio da estacdo reprodutiva, os animais adultos predominam. Neste estudo, as curvas
relacionando idade e tamanho do animal (medida nariz-ventre) foi observado que, os

maiores individuos da populacao (machos ou fémeas) tinham aproximadamente trés
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anos de vida, corroborando com a estimativa feita em seu estudo anterior (VAN

SLUYS, 1998).

Em outro estudo, Van Sluys e colaboradores (2004) compararam os habitos
de duas espécies do género Tropidurus: T. hispidus ¢ T. Montanus, em um habitat
rochoso do estado de Minas Gerais. As duas espécies sdo diurnas, € sdo mais

comumente encontradas sobre as pedras; alimentam-se principalmente de artrépodes,

mas também consomem plantas (flores, especialmente T. hispidus). Para esta
espécie os autores relataram uma freqiiéncia de ocorréncia de 31% para os
Hymnopteras formicidae (formigas), 26% para os Coledpteros (besouros), 26% para
larvas de Aranae (aranhas) e 14% para larvas de Lepiddptera (borboletas). Em 21%
das andlises de conteudo estomacal foram encontrados vestigios de flores em T.

hispidus.

Para o entendimento das variagdes do numero de neurdénios no cortex
cerebral de lagartos ao longo da vida, e dos possiveis significados fisiologicos da
produgdo de neurdnios na idade adulta (neurogénese pds-natal), a informagao sobre a
idade média de vida destes animais na natureza ¢ muito importante. Para espécie T.
hispidus ndo foi encontrada na literatura uma estimativa sobre seu tempo de vida

médio.

1.6.2 Aspectos neurobiologicos

As figuras 5B e 5C mostram a morfologia externa do cérebro de T. hispidus
em sua porcdo dorsal e ventral. Na vista dorsal as estruturas visiveis sdo os
hemisférios cerebrais (hc), o tecto Optico (to) e o cerebelo (cb) que aparece como uma
fina camada de tecido recobrindo parte do tecto optico dos lados direito e esquerdo do
cérebro. A medula espinhal aparece abaixo e fora de foco nesta fotografia. Os tratos e
os bulbos olfativos foram seccionados neste cérebro, mas aparecem intactos na vista

ventral (5C). Bastante saliente nesta vista sdo os nervos opticos.
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Em trabalho recente Ramalho (2003) fez um estudo morfoldgico comparativo
entre os cérebros da espécie tropical Tropidurus hispidus e a espécie européia
Podarcis hispanica. Em relacdo a T. hispidus a diferenga mais marcante na morfologia
externa do cérebro, em relagdo a P hispanica, ¢ a presencga de um bulbo olfativo pouco
desenvolvido; este fato pode estar relacionado ao habito de vida das duas espécies: P.
hispanica ¢ uma espécie diurna que utiliza principalmente o olfato para a captura de
suas presas €, portanto apresenta um sistema olfativo bem desenvolvido (BLASCO-
IBANEZ et al., 1992; LOPEZ-GARCIA et al., 2002a). Como as proje¢des do sistema
olfativo se dirigem para o cortex lateral, esta porcdo do cortex ¢ bastante evidente
(figura 4), ao contrario do que foi observado no Tropidurus hispidus.; esta espécie,
também diurna, parece utilizar mais o sistema visual para captura de suas presas
(VAN SLUYS et al., 2004); o seu cortex lateral ¢ pouco desenvolvido, e os demais
(cortices dorsal e dorso-medial) parecem estar envolvidos no processamento de
informagdes sensoriais (RAMALHO, 2002; MARCHIORO et al., 2005). Além destes
dois trabalhos, nenhuma outra referéncia bibliografica sobre a neurobiologia de

lagartos da espécie Tropidurus hispidus foi encontrada na literatura.
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FIGURA 5: O lagarto tropical Tropidurus hispidus: Em A T. hispidus em terrareo. Em
B uma fotografia da por¢ao dorsal do cérebro de um adulto evidenciando os hemisférios
cerebrais (hc), o tecto dptico (to) e o cerebelo (cb). Em C, aspecto do cérebro em vista

ventral. Em destaque os nervos opticos (no) e o bulbo olfativo (bo). Fonte: Pesquisadora,
2005.
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1.7 3-Acetilpiridina: Um Modelo Experimental de Lesdo Neural

A 3-Acetilpiridina (3-AP) ¢ uma neurotoxina que atua bloqueando a sintese
de ATP nas reagdes da cadeia respiratdria. Uma vez tendo acesso ao sistema nervoso
central a 3-AP atua preferencialmente nas areas cerebrais mais ativas j4 que os

neurdnios destas areas sdo aqueles que mais consomem ATP.

Os efeitos da 3-AP foram extensivamente estudados em lagartos da espécie
Podarcis hispanica (MOLOWNY et al., 1995). Lagartos tratados com 3-AP
apresentam dificuldades na capturas de presas e na discriminagao espacial de tarefas
aprendidas antes da inje¢do da neurotoxina (FONT et al., 1989; 1991). Apesar da
administracao sistémica da 3-AP provocar lesdo de varias regides do telencéfalo de P.
hispanica, a area mais afetada ¢ o cortex medial, embora a lesdo no nucleo redondo

também seja importante (PEREZ-SANCHES et al., 1989).

Um experimento interessante mostrou a importancia do cortex medial para o
processamento de informagdes olfativas em P. hispanica. Detectando por
imunihistoquimica a marcagdo de neurdnios que expressam a proteina c-fos, um
marcador de atividade neural, os pesquisadores interromperam a entrada destas
aferéncias pela oclusdo das narinas e observaram uma diminui¢do da expressao de c-
fos especialmente no cortex medial (BLASCO-IBANES et al., 1992). Estes resultados
mostram que esta espécie ¢ predominantemente olfativa, o que pode ser confirmado
pelo tamanho dos seus bulbos olfativos e que o cortex medial € a area responsavel

pelo processamento deste tipo de informacao.

Nacher et al (1999a) observou por meio de andlise imunocitoquimica e
microscopica, que a células ependimocitica-astrogliais participam ativamente na
remocao de restos celulares gerados nos processos lesionais, € que apoés uma ou duas
semanas um processo de regeneracdo se estabelece, pelo surgimento de microglias ao

longo do parénquima (NACHER et al., 1999b)

Logo apds a administragdo de 3-Acetilpiridina, a lesdo no cértex medial

caracteriza-se pela presenga de muitos ntcleos picnoticos (condensagdo da cromatina)
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no parénquima cerebral e pela formagdo de vacuolos na neuroglia. Cerca de um més
apos a injecao da droga a neuroglia geralmente volta ao seu estado normal e o nlimero
de nucleos picnoticos diminui. Com a dose de 150 mg/Kg foi observadda uma
destruicdo de mais de 90% da populacdo original de neurdnios no cortex medial e
indices comparativamente menores em outras areas do cortex como o dorsal, dorso-
medial e lateral (MOLOWNY et al., 1995); portanto, esta neurotoxina parece ter
efeito quase especifico sobre a area cortical mais importante para esta espécie de
lagarto, e torna-se entdo uma importante ferramenta farmacolédgica para estudos de

regeneragao do sistema nervoso central (SANTOS, 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

- Analisar a potencialidade de regeneracdo neuronal no cértex cerebral

de Tropidurus hispidus.

2.2 Especificos;

- Quantificar o numero de neurénios no coértex cerebral de T. hispidus,

jovens, adultos e velhos;

- Verificar a existéncia de neurogénese pods-natal no telencéfalo de T.

hispidus;

- Demonstrar a existéncia de glia radial no cortex de T. hispidus adulto;

- Estudar o efeito da 3-AP sobre os neurdonios do cortex medial de T.

hispidus.
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3 METODOLOGIA

3.1 Procedimentos Metodologicos € Modelo Animal

Pesquisa laboratorial e bibliografica, de carater experimental desenvolvida no
Laboratério de Neurofisiologia da Universidade Federal de Sergipe com colaboragao
cientifica do Laboratorio de Neurobiologia ¢ Biologia Celular da Universidade de
Valencia, na Espanha, sob a orientacdo do Prof. Dr. Carlos Lopez-Garcia, que vem

desenvolvendo trabalho semelhante nesta area.

A populacao utilizada neste estudo foi composta de sessenta lagartos jovens,
adultos e velhos, machos e fémeas, da espécie Tropidurus hispidus, medindo entre 60
mm e 120 mm (medida rostro-ventral), e pesando entre 5 g ¢ 65 g. Os animais foram
capturados nos arredores do campus da Universidade Federal de Sergipe e mantidos
em um terrareo medindo 8 m de comprimento, 3 m de largura e 2,5 m de altura. A
alimentacdo desses animais consistiu de cupins, formigas e larvas do coledptero

Tenebrio molitor, ¢ agua potavel, fornecidos regularmente.

Os procedimentos experimentais descritos neste trabalho foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Sergipe
(CEPA-UFS) (parecer anexo) depois de obterem aprovagdo do Instituto Brasileiro do

Meio Ambiente (IBAMA-SE) (autorizacdao anexa).

3.2 Estimativa de Idade do Tropidurus hispidus

Para realizar contagem do numero de neurdnios no cortex medial do
Tropidurus hispidus em relag@o a idade seria necessario ter uma estimativa do tempo
de vida médio desta espécie no local onde foram coletados, possibilidade de dificil
averiguacgdo; a alternativa encontrada foi correlacionar parametros mensuraveis, como

o tamanho e o peso dos animais. A figura 6 demostra a relagdo entre o nariz e a cloaca
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(em mm), e o peso (em gramas) dos lagartos machos e fémeas.

Os espécimes foram medidos com um caliper vernier com precisdo de 0,1

mm e foram pesados, com uma balanga tipo Pessola, para a 0,5 g mais préxima. Com

a distribuicao dos comprimentos e pesos para cada sexo foi construido um grafico

relacionando estes pardmetros (Figura 6). Baseando-se nesta relacdo, os lagartos

foram divididos em trés grupos de idades: fémeas jovens de 60-70 mm; fémeas

adultas de 71-85 mm; fémeas velhas de 86-95 mm; machos jovens de 80-90 mm,;

machos adultos de 91-110 mm; machos velhos de 111-120 mm. Em relagdo ao peso,

os grupos de animais foram divididos em: fémeas jovens de 5-12g, fémeas adultas de

13-20g, fémeas velhas de 21-27g, machos jovens de 12-23g, machos adultos de 24-
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FIGURA 6: Relagdo entre o comprimento (medida nariz-cloaca) e o peso de
lagartos machos (vermelho) e fémeas(azul) da espécie T. hispidus: Os animais

foram classificados jovens, adultos e velhos de acordo com seu comprimento.
FONTE: Pesquisadora, 2005.
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3.3 Quantifica¢do de Neurdnios no Cortex Cerebral do Tropidurus hispidus

jovens, adultos e velhos

A estimativa do nimero de neurdnios no cértex medial de animais jovens,
adultos e velhos foi feita pela técnica do “Fracionador Optico” (West et al 1991), na
Universidade de Valencia, Espanha. Foram utilizados nove animais, machos e fémeas,
sendo cinco jovens, dois adultos e dois velhos. Cortes transversais do telencéfalo de
10 um de espessura foram corados pelo método de Nissl, e amostras para a contagem
das células foram escolhidas a cada 20 cortes. A contagem dos neurdnios e de outras
células (gliais e endoteliais) foi feita em volumes amostrais imaginarios de 73x98x10
pm, retirados da por¢do superior esquerda de campos medindo 200 x 200 x 200 pm.
Estes campos foram visualizados em uma tela de televisdo, através de uma camera
fotografica digital de alta resolucdo e uma objetiva de 40X de abertura. Novas
imagens eram geradas na tela a cada movimento preciso de 200 um no plano XY. A
contagem (SQ-) do numero de células em cada uma das imagens projetadas forneceu

uma estimativa do niamero total de células no cortex medial, de acordo com a formula:
N = SQ- * (1/asf) * (1/ssf) * (1/tsf)
Onde, asf: fracdo de area amostrada: 5,59

ssf: fragdo de segdo amostrada: 0,05 (1em cada 20 se¢des)

tsf: fracdo de espessura amostrada: 1 (h=10, altura da célula e t=10,

espessura do corte).

3.4 Imunohistoquimica para 5-Bromodeoxiuridina (5-BrDu) e para Lectina

O primeiro experimento foi delineado para detectar possiveis diferencas na

atividade neurogénica do cortex cerebral de T. hispidus ao longo do desenvolvimento.
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Foi injetado 5-Bromodeoxiuridina (5-BrDu, ref. B5002, Sigma, St. Louis, MO, EUA)
a uma dose de 50 pg/g de peso em lagartos jovens (60-80 mm, medida narina-ventre,
7-15 g, n=4), em adultos (80-90 mm, medida narina-ventre, 17-24 g, n=4) e em
velhos (100-120 mm, medida narina-ventre, 35-65 g, n=4). Quatro horas mais tarde,
sob anestesia profunda (tiopental sodico, Abott, EUA, 60 mg/Kg), os animais foram
perfundidos pelo coracdo com paraformaldeido (4%) em tampao fosfato (0,1 M, pH=
7,2-7,4) durante 20 minutos. Os cérebros foram cuidadosamente extraidos e
armazenados em tampao fostato e azida sodica (0,1%, Labsynth, Sdo Paulo, Brasil)

para posterior andlise histologica.

Em um segundo experimento, 16 lagartos adultos (80-90 mm, 17-24 g) foram
eutanasiados em tempos seqiienciais de 2, 4, 7, 15 e 30 dias depois de uma tnica dose

de 5-BrDu, para a seguir serem processados histologicamente.

Cinco conjuntos paralelos de cortes transversais (50 pum) foram obtidos com
um vibratomo. As sub-séries paralelas foram armazenadas em tampdo fosfato com
azida sodica (0,1 %) a 4°C. As sessdes entdo foram imunomarcadas com um anticorpo
monoclonal de rato anti-5-BrDu (Oxford Biotechnology, Oxfordshire, GB). Depois de
bloquear a peroxidase enddgena com perdxido de hidrogénio (3%), as amostras foram
expostas ao metanol (10%) de tampao fosfato (PBS) por 10 minutos. A seguir os
cortes foram imersos em HCI (2N) para desnaturar o DNA (20-30 minutos). A
desnaturagdo do DNA foi monitorada corando-se algumas sec¢des com Acridina
Laranja, verificando a mudancga na fluorescéncia nuclear de verde para vermelho. Os
cortes foram neutralizados com tampao borato (0,1 M, pH=8,5) e lavados com PBS. A
seguir, foram imersos em soro murino, lisina (0,2 M) e glicina (0,2 M) por 2 horas,
entdo os cortes foram incubados durante uma noite com o anticorpo primario (diluido
a 1:200). O préximo passo foi tratar os cortes com um soro murino secundario anti-
anticorpo de rato (cd 712-065-150, Jackson ImunoResearch, Cambridgeshire, GB,
diluiugdo de 1:500) e finalmente com o complexo peroxidase-avidina-biotina (ABC,
Dako, Glostruop, Denmark, dilui¢ao 1:400). O tecido com a peroxidase ligada pode
entdo ser visualizado incubando-se em diaminobenzidina tetrahidrocloreto (0,05%) e

perdxido de hidrogénio (0,01%) em PBS.
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As marcagdes duplas (5-BrDu + lectina) foram feitas primeiro pela
imunocoloracdo para a 5-BrDu, descrita anteriormente, mas utilizando-se uma mistura
de diaminobenzidina tetrahidrocloreto (0,05 %), peréxido de hidrogénio (0,01%),
sulfato amonio de niquel (0,2 %) em PBS como cromdgeno que produz uma
tonalidade azul escura a preparacdo. As secgoes imunocoradas foram imediatamente
incubadas com lectina de tomate biotinilada (ref LO 651, Sigma, St. Louis, MO, EUA,
dilui¢do de 1:200), a qual marca a superficie celular da microglia. Entdo os cortes
foram expostos a diaminobenzidina tetrahidrocloreto (0,05%) e peréxido de

hidrogénio (0,01%) para adquirir uma coloragdo marrom.

As marcagdes duplas (5-BrDu + beta tubulina III) também foram realizadas
através da imunocoloragdo para 5-BrDu descritas inicialmente; mas com incubagdo
simultdnea durante a noite de dois anticorpos: monoclonal de rato anti-5-BrDu
(diluicao de 1:200) e monoclonal de camundongo anti-tubulina III (Tujl1, ref T-8860,
Sigma, St. Louis, MO, EUA, diluicdo 1:200). Depois de lavar a preparagdo os
anticorpos secundarios (ref A21208 Lexa Fluor 488 de murino anti IgG de rato,
Molecular Probes, Eugene, OR, EUA: ref A31570 Alexa Fluor 555 murino anti-IgG
de camundongo, Molecular Probes, Eugene, OR, EUA) foram diluidos 1:100 e
também foram incubados simultanecamente. As sec¢Oes foram observadas e

fotografadas em um microscopio confocal Leica modelo TCS (Leica, Wein, Austria).

A contagem dos nucleos corados foi realizada em todos os cortes de uma
sub-série (um corte de 50 um a cada 250 um), levando-se em consideragao a forma e

posi¢ao dentro da camada cortical.

3.5 Técnica de Golgi para Identificagdo de Glia Radial.

Depois de anestesiados com tiopental sodico (60mg/Kg, Cristalia, Sao Paulo,
Brasil), 13 animais, jovens, adultos e velhos, machos e fémeas, foram perfundidos
pelo coracdo com paraformaldeido (1%, Sigma, St. Louis, MO, EUA) e Glutaraldeido
(1%, Sigma, St. Louis, MO, EUA) em tampao fosfato (pH 7,2 — 7,4), por 20 minutos.
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Os cérebros foram extraidos e os hemisférios cerebrais separados. Com o auxilio de
pin¢as finas e de um microscopio estereoscopico, foram extraidas as endomeninges.
As amostras foram a seguir mergulhadas em uma solu¢do de dicromato de potassio
(3%) e glutaraldeido (50%) e deixadas em geladeira por 3 a 5 dias, protegidas da luz.
Os hemisférios foram enxugados e lavados rapidamente com algumas gotas de nitrato
de prata; nesta fase observa-se a formagdo de um precipitado de cromato de prata (de
cor vermelha). A técnica foi finalizada passando-se as amostras para uma solugdo de

alcool etilico a 70%, para que possam ser armazenadas, sob resfriamento.

Os hemisférios foram emblocados em agar-agar (3%), para que fatias, de
150 a 200 um de espessura, fossem cortadas em um vibratomo (Camdem). As fatias
foram recolhidas suavemente com um pincel de ponta fina e, a seguir imersas em
alcool etilico a 70%. As melhores fatias foram selecionadas e postas em um recipiente
com gotas de glicerina pura, renovadas varias vezes, at¢ que as fatias se tornassem

mais transparentes e pudessem ser observadas e fotografadas ao microscopio.

3.6 Lesdo Neurotoxica do Cortex Cerebral pela 3-Acetilpiridina (3-AP)

Para lesionar o cortex medial dos lagartos utilizamos a 3-AP (Acros, EUA),
um antimetabodlico, que produz lesdes altamente seletivas em areas especificas do
cérebro desses animais, por meio da interferéncia com a sintese de ATP nas
mitocondrias (FONT et al.,, 1997). Para comprovar os efeitos da 3-AP sobre os
neurdnios do cortex medial, inicialmente 1 lagartos foram injetado (i.p.) com solucao
salina (0,9%) e outro com 3-AP (300 mg/Kg), foram entdo eutanasiados e perfundidos
com paraformaldeido (4%) pelo coracdo sete dias mais tarde para processamento
histolégico, os animais foram entdo corados pela Técnica de Nissl, no laboratério de

Neurobiologia de Valencia, Espanha.

Em uma segunda etapa 8 lagartos foram injetados (i.p.) com 3-AP (200
mg/Kg) e entdo eutanasiados e perfundidos com paraformaldeido (4%) pelo coracdo 1,

7 e 33 dias depois. Os cérebros foram embebidos em parafina e os hemisférios foram
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cortados transversalmente em fatias de 4 um. Os lagartos deste grupo foram corados
pelo método da hematoxilina-eosina (HE), em um laboratério de patologia em

Aracaju, Sergipe.

Observagdes de campo preliminares indicaram que o lagarto Tropidurus
hispidus apresenta habitos diurnos ¢ adota uma estratégia “senta e espera” para
capturar suas presas, utilizando principalmente a visdo (NUNES et al.,, 2003);
portanto, logo apds a administracdo da 3-AP, os animais foram submetidos a intensa

estimulagdo visual.

3.7 Técnicas de Coloragdes: Nissl e Hematoxilina-eosina

Para o procedimento de eutandsia foi utilizado o tiopental sédico, um tipo
de barbitarico, capaz de induzir e/ou manter a anestesia, tendo como vantagem ser
rapido e confidvel (ANDERSEN et al., 2004). Depois os animais foram perfundidos
pelo coracdo com paraformaldeido (4%) em tampdo fosfato (0,1 M pH=7,2). Os
cérebros foram removidos do cranio e pos-fixados em paraformaldeido (4%) no
mesmo tampdo, com o objetivo de promover fixagdo e preparar o material para
posterior coloracdo e visualizagdo microscopia (CARVALHO & RECCO-
PIMENTEL, 2004). Em seguida foram incluidos em parafina, para depois serem
seccionados transversalmente em fatias de 4 pum. Em experimentos piloto, estudamos
os efeitos da 3-Acetilpiridina (sessdo anterior) na dose de 300 mg/Kg. Neste caso, as
fatias do telencéfalo foram coradas com azul de toluidina (figura 13, sessdo de
resultados). Para estudarmos a capacidade de regeneracao do cortex cerebral depois de
um pulso de 3-Acetilpiridina (200 mg/Kg, i.p.) as fatias foram coradas pela

Hematoxilina-Eosina (figura 6).

O dano neuronal foi averiguado pela aplicagdo destas técnicas de coloragdo,
através da presenga de nucleos picnoticos, que se caracterizam por serem

hipercromaticos e condensados, envolvidos em um citoplasma altamente vacuolizado,
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e quando visualizados em microscopia, sugere lesdo neuronal (GARCIA-VERDUGO

et al., 1986).

3.8 Quantificagdo de Nucleos Picnoticos

A presenga de nucleos picndticos envoltos em um citoplasma altamente
vacuolizado ¢ um indicativo de morte neuronal (Font et al, 1997). Para a
quantificagdo da lesdo neuronal, induzida pela 3-AP, utilizamos um microscopio
optico Studar Lab (Hungria), fizemos contagens do niumero de nucleos picnoticos em
cortes transversais (4 um) do telencéfalo de T. hispidus, corados pela Hematoxilina-
eosina. Para cada animal foram preparadas 18 laminas contendo de 2 a 6 cortes
transversais. Foram escolhidas as laminas 5, 10 e 15 de cada telencéfalo, e para cada
uma delas o corte transversal de melhor aspecto. Os cortes foram observados ao
microscopio optico, e os neurdnios do cortex medial posicionados em frente ao sulcus
medialis foram focalizados com a objetiva de 40X (total do aumento 480X). Os
nucleos picndticos dentro deste campo visual foram entdo quantificados (Figura 6). O
mesmo procedimento foi repetido para as outras laminas e a média das nove

contagens (3 para cada lamina) foi calculada.
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FIGURA 7: M¢étodo para contagem de nticleos picndticos: Corte transversal do
telencéfalo de T. hispidus corado por HE. A area do cortex medial a ser quantificada foi
focalizada gradativamente até o aumento de 480X. Neste aumento o niimero de nucleos
picndticos dentro deste campo visual foi quantificado. Fonte: Pesquisadora, 2005.
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3.9 Analise dos Dados

Para a andlise quantitativa da contagem do numero de neuronios no cortex
medial em diferentes idades e, para a contagem de nucleos picnoticos nos animais
tratados com a 3-acetilpiridina, os dados foram expressos como a média = EPM. A
diferenca estatistica entre as médias nos diferentes grupos experimentais foi avaliada
pela andlise de variancia de uma via (ANOVA) seguida do teste de comparagdes

multiplas de Tukey. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Numero de Neuronios no Cortex Medial de Tropidurus hispidus em
Diferentes Idades

O ntmero de neurdnios no cortex medial para cada grupo foi estimado pelo
método do fracionador 6ptico (WEST, 1993). Na camada celular do coértex medial,
neurdnios aparecem densamente agrupados; em tamanhos grandes e pequenos. Na
camada plexiforme interna os neurdnios aparecem bem mais dispersos e diversos
processos de células ependimarias sdo vistos atravessando esta camada em dire¢do a
camada celular. Na camada plexiforme externa um nimero ainda menor de neurénios

dispersos sdo visualizados.

Embora a ANOVA nio tenha revelado diferenca significativa para niimero
de neurdnios, entre jovens, adultos e velhos (F= 4,217; P=0,07), houve um aumento
progressivo em relacdo as idades (dos jovens para os velhos) do nimero de células no
cortex medial (jovens: 336,7 + 107,9 x10°; adultos: 460 + 68,1 x10°; velhos: 641,6 +
21,56 x10%) (Figura 8). Possivelmente o valor elevado do EPM, especialmente no

grupo de lagartos jovens e adultos, tenha contribuido para a ndo significancia da

analise.
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FIGURA 8: Variagdo do nimero de neurdnios no cortex medial de T. hispidus
dependente da idade: H4 um aumento do nimero de neurdnios no cortex medial ao
longo da vida, embora a ANOVA ndo tenha mostrado diferenga significativa (F=4,217;
p=0,07). E observada diminui¢dio progressiva da variabilidade (EPM) na contagem dos
neurdnios 2 medida que os animais envelhecem. FONTE: Pesquisadora, 2005.
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4.2 Neurogénese Pos-natal no Cortex Cerebral do Tropidurus hispidus

A imunohistoquimica para 5-BrDu revelou nucleos marcados dispersos pelo
revestimento ependimario (Figura 9A) de animais jovens, adultos e velhos
eutanasiados quatro horas apds receberem uma inje¢ao (i.p.) de 5-BrDu. Os nucleos
marcados localizam-se, preferencialmente, na regido dos sulcos (Figura 9B),
apresentam forma oval ou arredondada; e quase sempre aparecem isolados deixando

espacos entre si quando concentrados em determinada area (Figura 9C, E e F).

Os nucleos marcados apresentam a seguinte distribuicdo na regido
ependimaria,: 41% localizam-se, subjacente ao cortex medial (sulcus medialis); 21%
encontram-se subjacente aos cortices dorso-medial, dorsal e lateral; 27% alinhado na
porcdo dorso-ventricular e 11% ao longo do septum e estendendo-se ao longo dos
sulcus ventralis e terminalis. Nao encontramos diferenca estatistica significativa no

padrao de distribui¢do de ntiicleos marcados entre animais jovens, adultos e velhos.

Apenas em poucos cérebros estudados (jovens, adultos ou velhos) os nucleos
marcados positivamente para a 5-BrDu aparecem reunidos em grupos. Nestes casos a
sua forma ¢ alongada e provavelmente pertence a classe das microglias, visualizadas
pela marcagdo dupla (BrDu + lectina de tomate) (Figura 9G-I). Nos animais que
mostraram este tipo de marca¢ao normalmente estas células representam menos do
que 5% das células positivas para a 5-BrDu. Na maioria dos animais estudados estas

células representam cerca de 1% do total.

No cortex medial as células positivas para 5-BrDu apresentaram marcacao
intensa facilitando assim a sua identificagdo. O numero total de células marcadas
variou entre os animais (de 150 em um jovem a 2160 em um espécime adulto).*
Lagartos adultos apresentaram o maior nimero de nucleos positivos quando
comparados com os jovens (p<0,01, teste de Tukey, depois de ANOVA de uma via),
mas ndao quando comparados com os animais velhos (p>0,05, Tukey depois da

ANOVA) (Figura 10).

Quando nucleos marcados positivamente para 5 - BrDu foram analisados em
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cérebros de animais eutanasiados a intervalos de sobrevivéncia crescentes, observou-
se um deslocamento desses nucleos do revestimento ependimdrio para as camadas
plexiforme interna e celular (Figura 11 A-D). Este deslocamento esperado tem inicio
cerca de duas semanas apdés a injecdo da 5-BrDu. Células presumivelmente
migratorias, com forma fusiforme e orientacdo vertical podem ser consistentemente
visualizadas em cortes com 15 dias apos injegdo de 5-BrDu. Elas foram observadas
freqiientemente a diferentes profundidades nos cortes transversais, mostrando uma

organizag¢do pseudo-colunar.

Trinta dias apds o pulso de 5-BrDu, nucleos positivos aparecem na camada
celular, acima das “colunas” de nticleos migratdrios da camada plexiforme interna.
Neste periodo o ntimero de nucleos positivos para a 5-BrDu ¢é elevado na camada
celular (Figura 11 C, D) e alguns deles demonstram uma marcacdo mais fraca,
possivelmente em decorréncia a sucessivas divisdes celulares. O estudo com
microscopia confocal revelou a presenga de alguns niicleos com marcagao dupla (5-

BrDu + beta tubulina IIT), demonstrando sua natureza neuronal (Figura 11 E-G).

Apesar de algumas células microgliais demonstrarem morfologia fusiforme e
orientagdo vertical na camada plexiforme interna, nenhum dos nucleos fusiforme
mostrou marcagdo para a lectina, indicando que as células migratorias ndo pertencem
a classe das microglias. Além disso, nenhuma microglia com marcacao dupla (lectina
+ BrDu) foi vista em animais com periodos longos de sobrevivéncia depois da inje¢ao
de 5-BrDu (30 dias), sugerindo que as microglias marcada positivamente pela 5-BrDU
em animais com periodos curtos de sobrevivéncia, depois do pulso, sdo transitorias e

removidas posteriormente do parénquima cerebral.

A analise dos periodos longos de sobrevivéncia mostrou alteragdes na forma
e na agregacdo dos nucleos positivos para a 5-BrDu no revestimento epéndimario. A
maioria dos nucleos aparece isolada a intervalos curtos de sobrevivéncia (4 horas e 2
dias) (Figura 11H). Depois disso, a maioria dos nucleos aparecem pareados ou
agrupados, como se pertencessem a uma cé¢lula filha que nao conseguiu migrar para a
camada celular (Figura 11 I-K). Algumas destas células ndo-migrantes apresentaram

uma morfologia de aspecto multi-lobular e de contorno irregular (Figura 11 L-R).
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FIGURA 9: Nucleos 5-BrDu positivos no telencéfalo de Tropidurus hispidus: (A)
Imunohistoquimica para a 5-BrDu em um corte transversal do telencéfalo de uma
lagarto eutanaziado 4 horas depois de um pulso de 5-BrDu; os nucleos marcados
aparecem como pontos escuros alinhados no ventriculo lateral; DC-cortex dorsal; DMC-
cortex dorso-medial; DVR-fissura dorso-ventricular; MC-cortex medial; SPT-septum.
(B) Corte transversal do telencéfalo de outro exemplar de T. hispidus mostrando a
localizac¢do dos sulcos ventriculares: sl-sulcus lateralis; sm-sulcus medialis; st-sulcus
terminalis; sv-sulcus ventralis. (C) Detalhes de alguns nucleos 5-BrDu-positivos no
sulcus lateralis. (D) Visdo aumentada do sulcus medialis mostrando o acumulo de
nucleos 5-BrDu-positivos. (E) Detalhe de dois nticleos 5-BrDU-positivos no sulcus
medialis. (F) Idem, localizado no epéndima do cortex dorsal. (G) Nucleos 5-BrDu-
positivo alongados (possivelmente microglia) no parénquima cortical. (H) Célula
microglial marcada por lectina no cortex medial. (I) Marcagdo dupla de uma célula
microglial com 5-BrDu (ntcleo) e lectina (processos). Escalas: 500 ym em A e B, 10
pmem C, EeF, 100 um em D, 12 um em G-I. FONTE: Lopez-Garcia., 2005.
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FIGURA 10: Numero de nucleos 5-BrDu-positivos no cortex cerebral de um dos
hemisférios em lagartos jovens (narina-ventre: <80 mm), adultos (>80mm<90 mm)
e velhos (>100 mm) eutanaziados 4 horas depois de uma injecao (i.p) de 5-BrDu: Os
valores representam a média + EPM. A ANOVA revelou diferenga significativa no
numero de nucleos positivos para os trés grupos experimentais (F=6,618; p=0,007) e
o teste de Tukey demostrou que o nimero de nucleos 5-BrDu positivo ¢ maior em
lagartos adultos em relacao aos jovens (q=5,143; p<0,01) mas nao em adultos em
relacdo aos velhos (q=2,458; p>0,05). Nao houve diferenca significativa entre
animais adultos e velhos (g=2,686; P>0,05). FONTE: Pesquisadora, 2005.
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FIGURA 11: Distribuicdo de nucleos 5-BrDu positivos no cortex medial de T. hispidus
em diferentes tempos de sobrevivéncia apds o pulso de 5-BrDu: (A) 15 dias depois do
pulso possiveis nucleos migratorios sdo vistos na camada plexiforme interna. (B) Idem
15 dias depois do pulso de 5-BrDu, observa-se muitos nucleos positivos no sulcus
medialis e na camada plexiforme interna. (C) 30 dias apos o pulso dois nucleos sdo
observados na camada celular. (D) Idem 30 dias, nucleos positivos na camada celular.
(E) Microscopia de fluorescéncia confocal mostrando um nticleo 5-BrDu positivo
(Alexa Fluor 488, fluorescina). (F) Idem, o mesmo campo mostrando marcagdo para
beta tubulina III (Alexa Fluor 555, rodamina). (G) Imagens simultdneas mostrando
coincidéncia de marcagao entre beta tubulina III citoplasmatica e 5-BrDu nuclear. (H)
Nucleo 5-BrDu positivo no sulcus medialis dois dias depois do pulso. (I) 4 dias depois.
(J) 7 dias depois. (K) 15 dias depois. (L-O) Nucleos 5-BrDu positivos com morfologia
irregular no sulcus medialis, 15 dias apds o pulso. (P-R) Idem, 30 dias pos-pulso.
Escalas: 20 pum em A, C e H-K, 10 pm em B, D-G e L-R. FONTE: Pesquisadora, 2005.
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4.3 Presenca de Glia Radial em Lagartos Tropidurus hispidus Adultos

A presenca de glia radial foi revelada no cortex cerebral de T. hispidus
adultos pela técnica de Golgi (Figuras 12 A e B). Em cortes transversais com
espessura de 150-200 pm uma populagdo grande de células gliais radiais é vista
formando um emaranhado de fibras espinhosas em todo o cortex cerebral. Os corpos
celulares destas células localizam-se na camada ependimaria (Figura 12 A). Em um
detalhe, com maior aumento (Figura 12B), observa-se a presenca de muitas espinhas
dendriticas, nos prolongamentos que se dirigem para a camada celular e para a pia

mater.
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A

FIGURA 12: Presenga de glia radial no cortex cerebral de Tropidurus hispidus:
(A) corte transversal do telencéfalo de um lagarto adulto corado pela técnica de
Golgi. Observa-se distribuiug@o da glia radial formando um emaranhado em todo
o cortex cerebral, com os corpos celulares alinhados na regido ependimaéria.
Escala: 100um. (B) Detalhe em maior aumento de uma célula de glia radial com
seu corpo celular proximo ao ventriculo lateral e uma ramificacdo transversal

atravessando o parénquima cortical em dire¢ao a pia mater. Escala: 10pum. FONTE:
Pesquisadora, 2005.



Neurogénese Pos-natal e Regeneracdo Neuronal no Cortex Cerebral... 51

4.4 Regeneracao Neuronal no Cortex Cerebral de Tropidurus hispidus

Em uma primeira série de experimentos testamos o efeito da 3-AP sobre os
neurdnios corticais na dose de 300 mg/Kg. A figura 13B mostra um corte transversal
(4 um de espessura) do telencéfalo de T. hispidus adulto corada pelo método de Nissl
(Azul de Toluidina). A figura 13A mostra em detalhe a camada celular do cortex
medial de um lagarto injetado com solugdo salina (0,9%) sete dias antes de ser
perfundido através do coragdo com uma solu¢do de paraformaldeido (4%).. Nesta
camada o soma dos neurdnios aparece densamente agrupado e muito poucos nucleos
picndticos podem ser observados. Ja a figura 13B mostra o mesmo local da camada
celular do cortex medial, porém este material consiste de um lagarto injetado com 3-
AP (300 mg/Kg) sete dias antes de ser perfundido com PFA. Observa-se a presenca de
um grande numero de nucleos picndticos e de vactiolos na camada celular, indicando
morte celular. Estes resultados iniciais mostraram que na dose de 300 mg/Kg a 3-AP

destroéi praticamente 100% do cortex medial do T. hispidus.

Com o objetivo de causar uma lesdo mais branda do cortex medial, em uma segunda
série de experimentos, testamos os efeitos da 3-AP na dose de 200 mg/Kg. Nesta dose,
a 3-AP produziu lesdo dos neurénios do cortex medial dependente do tempo de
sobrevivéncia dos animais. Neste experimento utilizamos a coloragdo pelo método da
hematoxilina-eosina (HE) e quantificamos o nlimero de nucleos picnéticos de acordo
com o método mostrado na figura 7 para grupos de animais injetados com solugdo
salina (0,9%) ou 3-AP (200 mg/Kg) e perfundidos 1, 7 e 33 dias com
paraformaldeido(4%)(figura 14). A ANOVA revelou diferenca significativa no
nimero de nicleos picnoticos para os quatro grupos experimentais (F=5,321 p<0,05) e
o teste de comparagdes multiplas de Tukey mostrou um aumento do numero de
nucleos picndticos para os animais com 7 dias sob a agdo da droga (q=4,032, p<0,05),
indicando aumento da lesdo cortical e uma reversdao deste efeito nos animais com 33
dias apos inje¢do de 3-AP (q=1,754, p>0,05), indicando uma possivel regenera¢dao do

cortex medial lesionado (figura 15). Apesar de ndo serem quantificados, ¢ destacado
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neurdnios saudaveis ¢ destacado na figura 13A(setas) e nota-se uma diminui¢do deste
nimero no grupo 3-AP durante 7 dias.

B

FIGURA 13. Lesdo do cortex cerebral de Tropidurus hispidus induzida pela 3-
Acetilpiridina: (A) Fotografia mostrando os neuronios do cortex medial de uma lagarto
adulto injetado 7 dias antes com solucdo salina (0,9%, i.p.). (B) Mesma regido do cortex
medial de um lagarto adulto injetado 7 dias antes com uma solugao de 3-Acetilpiridina
(300 mg/Kg, i.p.). Observa-se presenca de nucleos picnoticos e edema cortical na figura
B. FONTE: Pesquisadora, 2005.
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FIGURA 14: Efeito dependente do tempo da 3AP sobre os neurdnios do coértex medial
do lagarto T.hispidus: A coluna da esquerda mostra uma visao geral do cortex medial de
lagartos que receberam uma inje¢do intra-peritonial de solucao salina(controle) ou de 3-
AP, e foram perfundidos 1 dia (controle e 3-AP-1d), 7 dias (3-AP-7d) e 33 dias (3-AP-
33d) depois. A coluna da direita mostra os mesmos campos em detalhe. Para cada
campo visual o nimero de nucleos picndticos foi registrado. FONTE: Pesquisadora, 2005.
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FIGURA 15: Regeneragdo neuronal no cortex medial de T. hispidus: Contagem de
nucleos picndticos no cortex medial de animais perfundidos a diferentes tempos depois
da inje¢do da 3-AP. Observa-se a diminuicdo do nimeros de nucleos picnéticos nos
animais com 33 dias de sobrevivéncia. *p<0,05, teste de Tukey depois da ANOVA de
um fator. FONTE: Pesquisadora, 2005.
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5 DISCUSSAO

O lagarto da espécie Tropidurus hispidus foi utilizado como modelo animal
para andlise da potencialidade de regeneracdo neuronal do cortex cerebral, para
averiguagdo de neurogénese pos-natal e de glia radial, para quantificagdo do niimero
de neurdnios, e para estudo do efeito da neurotoxina 3-Acetilpiridina sobre os

neurdnios do cortex medial.

A regido medial do cortex cerebral foi objeto de estudo por apresentar
relagdes filogenéticas estreitas com a zona matriz tercidria da fascia dentada do
hipocampo do mamifero, compartilhando propriedades ortogenéticas, estruturais e
filogenéticas, que podem ser preditivas de caracteristicas semelhantes relativas a

regeneragdo neuronal (LOPEZ-GARCIA et al., 2002a).

Para averiguacdo do nimero de neurénios no cortex cerebral de Tropidurus
hispidus ao longo do desenvolvimento, foi necessario uma estimativa do tempo de
vida médio desta espécie. Devido a falta de dados ecoldgicos sobre esta espécie na
literatura especializada optou-se por correlacionar parametros mensuraveis, como
tamanho e peso dos animais para estimar a idade dos animais utilizados neste trabalho.
A partir dai efetuou-se a quantificacdo do nimero de neurdnios através da “Técnica do
Fracionador Optico”, constatando-se que ocorreu um aumento do numero de
neurdnios no cortex medial ao longo da vida desses animais. Estes dados estao de
acordo com a observacdo do fendmeno de neurogénese pos-natal nesta espécie

(MARCHIORO et al., 2005).

Perez-Canellas (1989) e Rodriguez-Serna (1987) relatam que em lagartos o
volume de campos corticais sinapticos que contém zinco aumentam no decorrer da
idade. No lagarto Podarcis hispanica ha uma quadruplicagdo do nimero de neurdénios
no cortex medial (LOPEZ-GARCIA et al., 1992), em aproximadamente cinco anos de
vida (CAETANO et al., 1986).
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Para Molowny et al. (1995) caracteristicas ontogenéticas em comum, e
principalmente uma neurogénese pos-natal prolongada, reforcam suposta semelhanga
entre o cortex medial do lagarto e a fascia dentada da formagdo hipocampal de
mamiferos; a geracdo de neurdnios parece persistir ao longo da vida desses repteis. A
utilizacdo de técnicas, de autoradiografia e de imuno-histoquimica, pode ser aplicada
para a averiguacdo de neurdonios de nova geragdo no telencéfalo desses animais

(LOPEZ-GARCIA et al., 1988; MARCHIORO et al., 2005).

Segundo Lopez-Garcia (1983) apds a coloragao obtida com 5-BrDu, apos
lesao por 3-AP, se observara uma explosao proliferativa que ira perdurar por varios
dias, incluindo a presenca abundante de neurdnios imaturos na camada plexiforme
interna do cortex medial principalmente na primeira semana, demonstrando portanto

intensa neurogénese reativa.

Nesta pesquisa a técnica de imuno-histoquimica para 5-BrDu utilizada
revelou nucleos marcados dispersos, localizando-se preferencialmente no
revestimento ependimario de lagartos jovens, adultos e velhos, eutanasiados quatro
horas apds receberem inje¢ao de 5-BrDu (Figura 9). Segundo Gould et al. (1999a)
células labeis podem ser observadas ao longo do epéndima sendo abundantes em areas
especificas, como os sulcos, exibindo aspecto pseudo-colunar,onde o neuroepitélio

embrionario residual ainda permanece.

No coértex medial as células positivas para 5-BrDu apresentaram marcagao
intensa, sendo constatado que lagartos adultos apresentaram um maior nimero de
nlcleos positivos quando comparados com animais jovens, mas ndo em relacdo a
animais velhos; entretanto para Lopez-Garcia et al.(1984), em seus estudos com o
lagarto Podarcis hispanica, o envelhecimento implica em uma diminui¢do do
potencial gerador do revestimento ependimario subjacente. Uma possivel explicacio
para a diferenga nos resultados obtidos entre essas duas espécies de lagartos pode estar
no fato de que nesta pesquisa realizada com T. hispidus jovens, adultos e velhos, esses
animais conviveram em um mesmo terrario; uma vez que os lagartos do género
Tropidurus sao territoriais (VAN SLUYS, 1998), é possivel que os espécimes mais

jovens estivessem submetidos ao dominio de adultos e velhos, e tal situagdo de stress
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tivesse afetado a neurogénese pds-natal nesses animais, fato que tém sido sugerido por

outros autores (NACHER et al., 1999b )

Lopez-Garcia et al. (1988) relataram que num tempo maior de
sobrevivénciaapds injecdo do marcador de proliferagdo celular, estdo presentes no
revestimento ependimario, ¢ na camada celular do cortex medial, células labeis
indicando assim uma migra¢do da zona germinativa; fato que corrobora os achados
desta pesquisa, em que foi averiguado deslocamento de nucleos marcados
positivamente para 5-BrDu, do epéndima para as camadas plexiforme interna e celular
de animais eutanasiados quinze dias apds a marcacao. Trinta dias apos o pulso de 5-
BrDu quantidade significativa de nucleos positivos surgiram na camada celular, no
entanto alguns apresentaram marcacdo fraca, sugerindo terem sido submetidos a
sucessivas divisoes celulares, foi averiguado também a presenga de alguns nucleos
com marcacdo dupla (5-BrDu + beta tubulina III), demonstrando sua natureza

neuronal.

Para Shors et al. (2001) provavelmente, o aumento do desempenho da
memoria espacial de lagartos adultos decorre da participagdo desses novos neuronios,
gerados no periodo pds-natal, que se diferenciam em neurdnios normais, estendendo

seus prolongamentos axonais para as areas alvos adequadas do cortex medial.

Nossos achados sobre neurogénese pds-natal corroboram com Lopez-Garcia
et al. (2002), quando este relata que o epéndima do cortex medial prolifera dando
origem a neurdnios imaturos que migram para a camada celular, onde estes se

diferenciam, resultando assim em um crescimento continuo desse cortex.

Nesta pesquisa a presenca de glia radial foi revelada no cortex cerebral de T.
hispidus adultos, tendo como aspecto um emaranhado de fibras espinhosas, cujos
corpos celulares situaram-se na regido ependimaria. Garcia-Verdugo et al. (1986)
relataram que a glia ependimaria radial orienta os neurdnios recém formados para
migracdo para a camada celular do cortex medial. Segundo Lopez-Garcia et al.
(2002b) uma cadeia de glia radial vertical desenvolvida persiste mesmo no lagarto
adulto, e no hipocampo células semelhantes ainda sdo encontradas no giro dentado

(CAMERON et al., 1993), e provavelmente estdo envolvidas no processo migratorio
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e no desenvolvimento dendritico de células granulares recém-formadas (SEKI &

ARALI, 1999).

A 3-Acetilpiridina foi a droga administrada para provocar dano neuronal, em
decorréncia da sua capacidade de acarretar lesao bastante seletiva, atingindo o
cortexmedial preferencialmente; Font et al. (1991) relatam que essa droga acarreta

bloqueio da sintese de ATP nas reag¢des da cadeia respiratoria.

A averiguagdo da lesdo cortical, induzida pela neurotoxina 3-Acetilpiridina,
revelou diferenga significativa no niumero de nucleos picnoticos, para os grupos
experimentais analisados. O nimero desses nucleos para os animais com 7 dias, sob
acao dessa droga, foi significativo em relagdo aos grupos de 1 e 33 dias, indicando
aumento da lesdo cortical nesse periodo; e foi observada uma reversao desses efeito
nos animais de 33 dias apos injecao de 3-AP, indicando uma possivel regeneragao do

cortex medial lesionado.

Para Nacher et al. (1999) o cortex medial do lagarto ¢ capaz de regeneragdo
neuronal apos ser lesionado pela 3-AP, esse anti-metabodlico induz uma rapida
degeneracao da estrutura cortical, no entanto seis a oito semanas apds lesao, os restos
celulares sdo removidos, e a camada granular ¢ repopulada por neurénios gerados no

epéndima subjacente.

Segundo Molowny et al. (1995) uma explosdo proliferativa perdura até sete
dias apos a inje¢ao de 3-AP, demonstrando uma resposta mitotica altamente regulada
contra a lesdo, e sinais claros de um processo restaurativo ¢ observado entre quatro e
dez dias, ap6s o uso de 3-AP; e o restabelecimento do aspecto histologico normal se
desenvolve durante dois a trés meses, apds esse tempo, nem os nucleos lesados, nem

os restos celulares sdo visualizados na camada celular do cortex medial do lagarto.
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6 CONCLUSAO

O entendimento detalhado sobre os processos de neurogé€nese pos-natal e
regeneracdo neuronal no cortex cerebral do lagarto tropical T. hispidus pode contribuir
de maneira significativa para o conhecimento destes mesmos fendmenos no cérebro
de mamiferos, incluindo a espécie humana. A investigagdo sobre o envelhecimento do
sistema nervoso e sobre as patologias que o acometem, assim como a busca de
tratamentos mais eficazes, ¢ de extrema relevancia; neste sentido, a pesquisa basica

em neurociéncia, como foi a proposta deste trabalho, ¢ de extrema relevancia.

Os dados demonstrados nesta pesquisa indicam que células da camada
cortical do lagarto Tropidurus hispidus estdo envolvidas no processo de proliferacdo
celular, sugerindo haver um potencial neurogénico, observado durante toda vida
desses animais. As células no epéndima do cortex medial proliferam e geram
neurdnios imaturos, que migram para a camada celular, sofrem diferenciacao,
dirigindo-se para as demais areas corticais, € a partir dai resultam em um crescimento

continuo do cortex medial.

Outra caracteristica importante deste animal ¢ o fato do cortex medial
recuperar-se mediante lesdo quimica, apresentando uma subseqiiente neo-histogénese
e regeneracdo neuronal, e o fato possivelmente mais interessante nesse processo

regenerativo ¢ que o mesmo acontece no cérebro de lagarto adulto.

A presenga de glia radial foi outro fato demonstrado neste estudo,
localizando-se em todo cortex cerebral, apresentando corpos celulares em camada
ependimdria; a importancia deste achado reside no fato desta ser encontrada neste
animal na fase adulta, e possivelmente estar envolvida no mecanismo migratdrio

neuronal.

Observamos, portanto que o cortex cerebral do lagarto Tropidurus hispidus é
um bom modelo para o estudo dos complexos fatores que regulam oseventos
neurogenéticos e migratorios; entretanto ¢ importante ressaltar que pesquisas com esse
modelo animal necessitam de. um maior aprofundamento, para que meios que

minimizem a agressao celular, mediante dano neuronal possam ser melhor instituidos.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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