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RESUMO

Nogueira-Campos, Anaelli Aparecida. Neurdnios Nitri  dérgicos de S1 do rato:
distribuicdo e morfometria. Dissertacdo (Mestrado e m Ciéncias Bioldgicas -
Fisiologia). Instituto de Biofisica Carlos Chagas F ilho, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

No isocértex, as células estdo organizadas em camadas horizontais e modulos
colunares, que se estendem da pia-mater a substancia branca. No cortex
somatossensorial primario (S1), os barris da camada IV definem os limites das unidades
colunares funcionais do cortex, responsaveis pelo processamento dos inputs
periféricos. A histoquimica para NADPH-diaforase (NADPHd) revela a enzima de
sintese do Oxido nitrico, um mensageiro gasoso envolvido em varios mecanismos
fisiologicos e patofisiolégicos. No coértex cerebral, a NADPHd esta presente numa
subpopulacédo de neurbnios corticais, que podem ser caracterizados de acordo com a
intensidade de marcacao. Estudamos os neurdnios do Tipo | cujo corpo celular e arvore
dendritica sao fortemente marcados. Além disso, a histoquimica para NADPHd revela a
marcacao difusa de neurodpila, que pode ser usada para identificar camadas e médulos
corticais nas areas sensoriais primarias de diferentes espécies de mamiferos (Franca e
Volchan, 1995; Franca et al., 2000; Freire et al., 2004). Nesse estudo, todos os
neurdnios NADPHd+ do tipo | presentes na area S1 de ratos Wistar adultos foram
reconstruidos a partir de secgBes coronais seriadas de 200 um reagidas para
histoquimica de NADPHd. Os neur6nios foram reconstruidos usando uma objetiva de
100x com auxilio do sistema Neurolucida (MBFBiosciences). Os neurbnios marcados
(nNADPHd) distribuiram-se aleatoriamente ao longo de S1. Seus dendritos nao
respeitavam os limites arquitetonicos de barris ou das camadas corticais. Em alguns
casos, 0s dendritos pareciam fazer contatos entre si. A quantificagcdo mostrou que a
maioria dos nNADPHd localiza-se nas camadas granulares e infragranulares, mas nao
houve diferencas entre os compartimentos colunares (barril e septo). Uma analise
morfométrica quantitativa revelou que os corpos celulares dessa populagdo neuronal
sdo relativamente esféricos e os da camada IV possuem maior tamanho. O
comprimento dendritico, 0 nUmero de segmentos e nodos dendriticos e 0 volume do
campo dendritico foram significativamente maiores para 0s neurdnios localizados nas
colunas septais, quando comparados com 0s neurdnios das colunas de barris. A
maioria dessas células (54%) apresentou uma arvore dendritica orientada
verticalmente, principalmente nas camadas granulares e infragranulares. Além disso, o0s
neurbnios septais possuem arborizagdo mais ramificada e extensa do que os
localizados nos barris. Os resultados demonstram que os neurdnios nitridérgicos tém
morfologia diferente nos diversos compartimentos anatomo-funcionais do cértex de
barris.

Palavras-chave: &rea somatossensorial primaria, cortex de barris, 6xido nitrico,
neurdnios do tipo I.

Rio de Janeiro, Maio de 2008.



ABSTRACT

Nogueira-Campos, Anaelli Aparecida. Distribution a nd Morphometry of
Nitridergic Neurons in Rat Area S1. Master course in Biology Science -
Physiology. Instituto de Biofisica Carlos Chagas Fi Iho, Universidade Federal do

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

Cells of the isocortex are organized in layers and columnar modules which axis
extend throughout the cortical sheet, from the white matter up to the pial surface. In the
primary somatosensory cortex (S1), barrels in layer IV define the boundaries of
functional columnar cortical units responsible for processing peripheral inputs. The
enzyme NADPH-diaphorase (NADPHd) is responsible for the synthesis of nitric oxide, a
gaseous biological messenger that has been implicated in a myriad of physiological and
pathological functions. In the cerebral cortex, NADPHd is present in a subpopulation of
cortical neurons that might be distinguished according to their labelling intensity. We
studied the Type | neurons characterized by densely stained cell bodies and dendritic
arbors. In addition, NADPH-d histochemistry stains the neuropil and can therefore be
used to reveal the limits of primary sensory areas and cortical modules in different
mammalian species (Franca & Volchan, 1995; Franca et al., 2000; Freire et al., 2004). In
the present study we reconstructed all Type | NADPHd reactive neurons (nNADPHd)
from adult Wistar rat primary somatosensory area. Serial, 200-uym-thick coronal sections
were reacted for NADPHd histochemistry and all neurons were reconstructed with 100x
oil-objective using the Neurolucida system (MBFBiosciences). nNADPHd were randomly
distributed throughout S1, with dendrites crossing the limits of barrels and cortical layers.
In some cases, neighboring NADPH-d cells displayed dendrites in very close apposition,
suggesting eventual contacts between them. Quantification analysis indicated that most
NADPHd cells were located in granular and infragranular layers, but there were no
differences between columnar compartments. Statistical comparison of morphometric
parameters between cell groups revealed that most NADPH-d cells had a spherical cell
body; layer IV cells displayed the largest soma area. Dendritic length, number of
segments, number of nodes and dendritic field volume were significantly larger for
dendrites of NADPHd cells located in septal columns as compared to cells located inside
barrels. Most dendritic arbors (54%), especially those from granular and infragranular
layers, were vertically oriented, and most of those were double-tufted. In addition, septal
neurons displayed more ramified dendritic trees. The results demonstrate that nitridergic
neurons from the segregated anatomo-funcional compartments of the barrel cortex have
distinct morphological features.

Key-words: primary somatosensory area, barrel cortex, nitric oxide, type | neurons.

Rio de Janeiro, May 2008.
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1 INTRODUCAO

A funcdo cerebral surge a partir das conexdes existentes entre as células
nervosas. Tais conex0es existem tanto entre estruturas cerebrais distantes, bem como
localmente, formando os microcircuitos neurais. No cortex somatossensorial primario, a
rede de neurdnios é conhecida por formar circuitos funcionais que processam a

informacé&o proveniente da periferia sensorial contralateral.

A informacdo sensorial € codificada ao longo do sistema nervoso central pela
ativacéo de grupos de neurénios especificos. Encontram-se duas classes principais de
neurénios no cortex (PETERS & JONES, 1984; DE FELIPE et al., 2002). A primeira
corresponde as células piramidais, que representam a maior parte dos neurdnios
corticais. O glutamato, que na maior parte das vezes é um neurotransmissor excitatorio,
€ expresso por estas células. Com relacdo a morfologia celular, essa classe de
neurdnios caracteriza-se pela presenca de um dendrito apical dominante que se origina
do corpo celular cénico e estende verticalmente em dire¢do a superficie pial, além de
dendritos basais. Tais neurbnios “piramidais” possuem dendritos predominantemente
espinhosos em suas porcgdes distais. A outra classe € a de células ndo-piramidais, mais
heterogénea e contem diversos subtipos morfolégicos (JONES, 1975; BUZSAKI et al.,
2004; MONYER & MARKRAM, 2004) que possuem diferentes papéis na fisiologia
cortical, podendo ser excitatérias, inibitérias e/ou modulatorias. Neurdnios néo-
piramidais inibitérios usam o 4cido gama-amino-butirico (GABA) como neurotransmissor
(KUBOTA & KAWAGUCHI, 1994). Esses neurbnios ndo apresentam uma caracteristica
morfologica tipica e por isso é dificil classifica-los (JONES & HENDRY, 1986). Em geral
sao definidos em comparacdo aos neurdnios piramidais por ndo apresentarem um

dendrito apical dominante e nem dendritos espinhosos, ou por terem poucas espinhas
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dendriticas. FELDMAN & PETERS (1978) sugeriram uma classificagdo com base no
padrdo de distribuicdo dos dendritos e a freqléncia na qual as espinhas dendriticas
aparecem. Assim, com base na forma da arvore dendritica as células ndo-piramidais
podem ser multipolares (com dendritos originando de qualquer parte do corpo celular e
estendendo em todas as direcbes da célula), em duplo-tufo (apresentam dendritos
estendendo dos dois poélos opostos do corpo celular) e bipolares (com dendritos Unicos
originando do pélo apical e basal do corpo celular).

Um dos tipos de neurbnios ndo-piramidais, GABAgérgicos, consiste na populagéo
neuronal positiva para a enzima NADPH-diaforase (NADPHd) (KUBOTA &
KAWAGUCHI, 1994; YAN & GAREY, 1997). Esses neurbnios constituem um dos
componentes do microcircuito cortical, que parecem possuir um importante papel no
processamento neural, pois além de serem células inibitérias, sintetizam éxido nitrico
(ON) - um mensageiro neuronal envolvido em varios processos fisiolégicos no sistema
nervoso central (BRENMAN & BREDT, 1997; ESTRADA & DEFELIPE, 1998; BISHOP
& ANDERSON, 2005; GUIX et al., 2005; FLORENZANO et al., 2008).

1.1 O oxido nitrico e suas funcdes no sistema nerv. 0so

O sistema nitridérgico € composto por um transmissor nao-convencional, ON, o
gual constitui uma das moléculas sinalizadoras que apresenta tanto fungdes autocrinas
guanto paracrinas (para revisdo ver CALABRESE et al, 2007). Este € um géas altamente
difusivel, de meia-vida curta (0,5 a 5 segundos), cujo raio de agdo abarca cerca de 100
pm (WOOD & GARTHWAITE, 1994).

No sistema nervoso, a sintese do ON é regulada pelo aumento dos niveis
citoplasmaticos de ions célcio, que ativa a nONS (0xido nitrico sintase neuronal) pela

. ~ . ++ .
ligacdo com a calmodulina. O aumento do Ca ~ no citoplasma pode ser desencadeado



21

pela ativacdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA (GARTHWAITE, 1991) ou
através de receptores metabotrépicos capazes de promover a sintese intracelular de
1,4,5-inositol trifosfato (IP3) (BEN-ARI et al., 1992) — um segundo mensageiro capaz de
mobilizar os depositos intracelulares de calcio, aumentando sua concentragao
citoplasmatica. Apds ser produzido, um dos principais efeitos do ON tanto no sistema
nervoso central quanto no periférico € a ativacao da guanilil-ciclase, a enzima citosolica
gue catalisa a transformacdo da guanosina trifosfato (GTP) em 3,5-guanosina-
monofosfato-ciclica (GMPc). O GMPc é um segundo-mensageiro intracelular que pode
regular o funcionamento da célula nervosa modificando diretamente a permeabilidade
da membrana plasmatica, ou regulando a atividade da proteina cinase G (PKG) e de
fosfodiesterases (PDE). Por meio dessas vias, 0 ON exerce seu efeito na motilidade da
musculatura lisa, na neurotransmissdo, neuro-secrecdo e plasticidade sinptica
(KRUMENACKER et al., 2004; CALABRESE et al., 2007).

Dentre as diferentes funcdes desempenhadas pelo ON no sistema nervoso, uma
das mais descritas é o seu efeito no controle do fluxo sanguineo. Devido a associa¢cao
existente entre 0os neurdnios nitridérgicos e 0s vasos sanguineos, a ativacdo da nONS
leva a vasodilacdo e consequente aumento do fluxo sanguineo cerebral. Entretanto,
esse efeito sobre o fluxo sanguineo tende a ser local, pois esses neurénios provocam
dilatacdo dos vasos localizados ao redor do corpo celular e dendritos (regido com
grande quantidade de ONS), ao mesmo tempo em que limitam esse efeito no espaco,
visto que 0s neurdnios ONS-positivos também co-localizam com neuropeptideo Y (que
€ potente vasoconstritor) (ESTRADA & DEFELIPE, 1998).

Em nivel celular, a sinalizacdo mediada pelo ON parece ser essencial para dois
tipos de plasticidade neuronal: potencializacdo de longa duracédo (LTP) no hipocampo e
depresséo de longa duracdo no cerebelo (SHIBUKI & OKADA, 1991). Nesses modelos,
a estimulagao neuronal repetida leva a altera¢des no fortalecimento singptico. Estudos

com camundongos nocaute mostram que 0s animais que apresentam diminuicdo da
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expressao de eONS (6xido nitrico sintase endotelial) ou de nONS tem LTP normal, mas
guando apresentam deficiéncia simultdnea das duas isoformas dessa enzima, ha um
decréscimo essencial da LTP (SON et al.,, 1996). O ON tem influéncia complexa
também no processo de regulacdo da plasticidade sinaptica durante o desenvolvimento,
pois segundo WU et al. (1994), a inibicdo de ONS previne que axdnios retinianos
atinjam seu alvo preciso no tecto O6ptico. Além disso, estudos usando inibidores
especificos da ONS e/ou da guanilil-ciclase em fatias de hipocampo e da amigdala
demonstraram a inibicdo da LTP, enquanto ao utilizar um ativador da guanilil-ciclase,
observou-se o efeito oposto (BOULTON et al., 1995; CHIEN et al.,, 2003). Isso
demonstra uma modulacdo mediada pela via ON / guanilil-ciclase no processo de
plasticidade. Este tipo de relacdo ja é bem descrita, inclusive envolvendo os
mecanismos subjacentes ao processo de consolidacdo de memoédria (EDWARDS &
RICKARD, 2007).

Entretanto, o ON também pode exercer efeito neurotoxico, quando liberado apos
a estimulacao persistente por aminoacidos excitatorios e/ou através da sintese de iONS
(6xido nitrico sintase induzida) provocada por diferentes estimulos, como por exemplo a
liberacdo de endotoxinas ou citocinas. Assim, o ON € uma molécula que pode exercer
um papel duplo no organismo, protetor ou téxico, dependendo de diversos fatores que
incluem a isoforma da ONS envolvida, a concentracdo do ON, o tipo de célula em que é
sintetizado, a disponibilidade do substrato L-arginina, a geragdo do GMPc e o ambiente
extra- e intracellular em que ON é produzido (CHRISTOPHERSON & BREDT, 1997;
GUIX. et al., 2005; BISHOP & ANDERSON, 2005; CALABRESE et al., 2007;).

Uma das condi¢cdes nas quais o efeito téxico do ON tem sido bem descrito
consiste nos distirbios que envolvem o estresse oxidativo, tais como doenca de
Alzheimer, isquemia, doenca de Parkinson, de Huntington, esclerose lateral amiotréfica
e esclerose multipla. Nesses casos, ocorre producdo de espécies de oxigénio reativas e

formacédo de peroxinitrito, que contribui para o dano celular que ocorre nessas doencgas
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(CHRISTOPHERSON & BREDT, 1997; GUIX. et al., 2005; BISHOP & ANDERSON,
2005; CALABRESE et al., 2007).

Visto que o ON possui papel fundamental em diferentes processos fisioldgicos e
fisiopatologicos no sistema nervoso, este trabalho visa a melhor apreciacdo das
relacbes topograficas dos neurdnios nitridérgicos com a citoarquitetura do cértex
cerebral, usando como modelo o cortex de barris da area somatossensorial primaria de

ratos.

1.2 Histoquimica para NADPH-diaforase e a marcagd o0 da Oxido nitrico sintase

A técnica de histoquimica para nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzida-diaforase (NADPHd) revela uma oxido nitrico sintase (ONS) em tecido fixado
(BREDT et al, 1991).

A ONS consiste em um mondémero de 150 KDa que produz o ON pela oxidacdo
do grupo guanina da L-arginina. Nessa reacao, elétrons sdo doados pela NADPH para
o dominio redutase da enzima. Esse processo ocorre via carreadores flavina adenina
dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN) para o dominio oxigenase. Estes
interagem com ferro e tetrahidrobiopterina (BH4) do lado ativo para catalisar a reagao
do oxigénio com a L-arginina, gerando além de ON, citrulina como produtos finais. O
fluxo de elétrons ao longo do dominio redutase requer a presenga do complexo
calcio/calmodulina (ALDERTON et al., 2001).

Existem diferentes isoformas da enzima ONS no organismo e todas podem ser
identificadas em células e tecidos pela histoquimica para NADPHd. No inicio da década
de 1990 os diferentes tipos de ONS foram identificados e caracterizados
(FORSTERMANN et al., 1991; BREDT & SNYDER, 1992; LYONS et al., 1992). As

isoformas da ONS foram inicialmente subdivididas em constitutiva (CONS) e induzida
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(IONS) (MONCADA et al., 1991). No entanto, essa terminologia tornou-se obsoleta apos
a evidéncia de que as isoformas constitutivas podiam ser induzidas em algumas
circunstancias e que a ONS induzida podia ser expressa de forma similar a constitutiva
em algumas células (MICHEL & FERON, 1997). Contudo é usada uma classificacao
adicional com base no tipo de célula onde as diferentes isoformas foram descritas pela
primeira vez, e na dependéncia do aumento dos niveis intracelulares de calcio para a
ativacdo enzimética completa (NATHAN & XIE, 1994). Assim, de modo geral a ONS é
classificada como sendo neuronal (nONS), a primeira isoforma encontrada no tecido
neuronal; induzida (iIONS) que esta presente em muitas células e tecidos; e a endotelial
(eONS) encontrada nas células endoteliais vasculares (ALDERTON et al., 2001).

A nONS e a eONS constituem isoformas constitutivas do tecido que sé&o
controladas de forma dependente da concentragcdo do complexo calcio-calmodulina e,
dessa forma, a elevacéo dos niveis de célcio intracelular é necesséria para a producao
de ON (FORSTERMANN et al.,, 1991; DAWSON & SNYDER, 1994; ANDREW &
MAYER, 1999; LI & POULOS, 2005). Ja a iIONS consiste em uma isoforma da ONS que
esta fortemente ligada a calmodulina e produz um fluxo continuo de ON, independente
das oscilagdes intracelulares de calcio. E expressa em macrofagos, astrdcitos, microglia
e outros subtipos celulares mediante a estimulacdo imunolégica ou inflamatoria
(AKTAN, 2004). Além dessas isoformas, ja foi também descrito uma isoforma
mitocondrial (mtONS). Esta parece ser uma isoforma de nONS presente na membrana
interna da mitocondria (ELFERING et al., 2002).

No sistema nervoso, a ONS esta seletivamente localizada em populacdes de
neurénios lisos distribuidos em todas as camadas do cortex cerebral, no corpo estriado,
nas camadas molecular e granular do cerebelo, coliculo superior e inferior, giro
denteado do hipocampo, na medula espinhal, na glandula pituitaria e, na periferia, esta
altamente concentrada em neurdnios do plexo mioentérico do trato intestinal (BREDT et

al, 1990).
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Estudos de co-localizacdo por meio de uma combinacdo da imunohistoquimica
para ONS e histoquimica para NADPHd demonstraram que, em preparacdes fixadas do
tecido nervoso, 0s neurbnios ONS-positivos marcados pelo processamento
imunohistoquimico sédo idénticos aos neurbnios marcados pela histoquimica para
NADPHd. Estes achados foram confirmados por hibridizag&o in situ, verificando que a
sintase do oOxido nitrico, juntamente com seu RNA-mensageiro, estd presente nas
mesmas populacdes neuronais reativas a NADPHd (BREDT et al, 1991). Essa
caracteristica foi evidenciada em todas as regifes do tecido cerebral central e periférico,
onde a ONS é encontrada (DAWSON et al, 1991).

No entanto, a reagdo histoquimica para NADPHd é especifica para a marcacéo
da ONS apenas se ndo houver outras enzimas ativas e que estejam requerendo a
NADPH. MATSUMOTO et al. (1993) verificou que o protocolo histoquimico para
NADPH-d € um método confiavel no estudo da distribuicdo da ONS devido a acéo de
fixadores, em especial o paraformaldeido, que inativam a grande maioria das diaforases
presentes na célula nervosa, mantendo, contudo, a atividade diaforasica da ONS. Para
a reacdo histoquimica, seccdes de tecido sédo incubadas em uma solugcédo de reacao
contendo NADPH como substrato, e um cromégeno amarelado, o nitro blue tetrazolium
(NBT), que funciona como o aceptor de elétrons transferidos do NADPH pela diaforase
durante a reacao histoquimica. Gragas a acdo da ONS, o NBT é reduzido a diformazan,
de coloracdo azulada. A presenca do diformazan no tecido torna-se, desta forma, um
indicador de atividade diaforasica.

A utilizacdo da histoquimica para NADPHd, em secc¢Oes do isocortex fixado,
revela dois tipos distintos de marcacdo: neurépila e células individualizadas. Pela
marcacdo de células individuais podemos dividir os neurdnios em pelo menos dois
grupos, distintos entre si quanto a intensidade da marcagdo e ao tamanho do corpo
celular (SANDELL, 1986; AOKI et al., 1993; LUTH et al., 1994, FRANCA et al., 1997;

YAN & GAREY, 1997): os neurbnios do tipo I, que sdo intensamente marcados,
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possuem corpos celulares grandes e uma forte marcacdo da suas arborizacdes
dendriticas. J& os neurdnios do tipo Il sdo mais numerosos e fracamente marcados.
Possuem corpos celulares pequenos, com pouco ou henhum prolongamento dendritico
marcado (SANDELL, 1986; LUTH et al., 1994; YAN GAREY, 1997). Segundo
VALTSCHANOFF et. al. (1993) e GABBOTT & BACON (1995), esses neurdnios
reativos para NADPHd representam cerca de 0,5 a 2 % da populacdo dos neurdnios
corticais.

A marcacdo de neurodpila consiste em uma distribuicdo difusa do produto de
reacdo, onde ndo é possivel, através de microscopia optica, identificar prolongamentos
celulares isolados. A identificacdo da neurdpila reativa a NADPHd no cortex permite
delimitar as suas diferentes camadas, bem como os diferentes compartimentos (ou
modulos) corticais, de maneira semelhante a outros marcadores da atividade
metabdlica, como a citocromo-oxidase (SANDELL, 1986; FRANCA et al., 1997). Assim,
a histoquimica para NADPHd pode ser usada como um marcador para delimitar os
barris, os septos e as camadas corticais na area S1 de roedores (FRANCA &

VOLCHAN, 1995; FREIRE et al, 2004).

1.3 Organizacgéo do cértex somatossensorial do rato

O neocortex cerebral € caracterizado pela organizagdo em seis camadas, e, em
colunas que se estendem da superficie pial para a substancia branca, separando
efetivamente a representacdo sensorial periférica em um mosaico de modulos de
processamento (MOUNTCASTLE, 1997). No isocortex do rato, assim como em outros
pequenos roedores e em alguns marsupiais, essa organiza¢cdo modular é mais evidente

na camada IV da area somatossensorial primaria (S1), onde agregados multicelulares
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denominados barris estdo presentes (RICE, 1995; LAND & ERICKSON, 2005;
SANTIAGO et al., 2007).

Nestes roedores, a extensdo da camada IV de S1 que possui 0s agregados
celulares formando os barris € denominada campo de barris; e a regido cortical que
engloba esses campos de barris, em conjunto com as regides de transi¢cdo (sem barris)
gue separa cada um dos campos, constitui o cortex de barris. Embora essa regido do
cortex apresente os barris, conferindo & mesma um padréo distinto, as regras basicas
gue governam os padrdes do circuito sinaptico em outras areas corticais sensoriais
primarias também se aplicam ao cortex de barris. Alem disso, dados relacionados ao
cortex de barris podem ser utilizados para formular generaliza¢des a respeito do circuito

funcional do cortex cerebral como um todo (WOOLSEY & VAN DER LOOS, 1970).

1.3.1 Os subcampos de barris de S1

O arranjo regular caracteristico no cortex de barris representa toda a periferia
sensorial contralateral e pode ser dividida em subcampos especificos, representando
regides distintas do corpo, demonstrados na Figura 1 (BENNETT-CLARKE et al., 1997).

O subcampo postero-medial de barris (PMBSF, posteromedial barrel subfield)
compreende cerca de 40 - 50 % do campo de barris e é formado por barris grandes que
apresentam formas elipséides quando vistos em secg¢fes tangenciais. Este subcampo
esta organizado em cinco fileiras (designadas pelas letras A - E) e colunas
(representadas por numeros) que reproduzem a disposi¢cdo espacial das vibrissas do
focinho contralateral do animal em uma correspondéncia de um para um (RICE, 1995).
As quatro vibrissas mais posteriores, e seus barris correspondentes, sdo identificados
como straddlers, pois ndo se alinham com nenhuma das cinco fileiras, sendo
denominados individualmente pelas letras gregas a, B, y e 8. (WOOLSEY & VAN DER
LOOS, 1970).
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Figura 1. Cértex somatossensorial primario do rato. A) Fotomicrografia de uma seccao
tangencial da camada IV processada para serotonina. E possivel identificar os
diferentes subcampos de barris. B) O subcampo postero-medial de barris (PMBSF), que
contém a representacao ordenada das vibrissas principais do focinho controlateral. C)
Identificacdo de barris e septo por meio de uma secg¢éo coronal feita na mesma regiao.
D) Arranjo topogréfico dos barris no cortex corresponde a disposicdo espacial em fileira
e colunas das vibrissas na face do animal. Modificado de Bennett-Clarke et al,
Somatosens. Mot .Res. 14(1):27-33, 1997.

VAN DER LOOS & WOOLSEY (1973) demonstraram pela primeira vez essa
relacdo de um para um existente entre vibrissas no focinho e barris no cortex por meio
de estudo no qual foi utilizada a técnica de cauterizacdo de uma fileira dos foliculos das
vibrissas em camundongos recém-natos. O cortex de barris desses animais foi
examinado na adolescéncia e os autores observaram que ndo houve formacdo dos

barris da fileira contralateral correspondente.
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Além do PMBSF, o cortex de barris possui um subcampo denominado “antero-
lateral” ou ALBSF (anterolateral barrel subfield), formado por barris pequenos
localizados dentro da representacdo somatotépica dos pélos dos labios e da regido ao
redor da boca do animal (RICE, 1995).

Outros subcampos de barris também s&o identificados, incluindo os de
representacdo dos membros, tronco, pescoco e mandibula. Tais subcampos sao
compostos por barris de tamanhos diversos, que, em seccfes tangenciais possuem

formas circulares ou elipsoidais, nem sempre tdo claramente distintos quanto os barris

gue compdem o PMBSF e o ALBSF (WELKER, 1976, RICE, 1995).

1.3.2 Barril e septo

O exame da citoarquitetura da area S1 utilizando a coloragdo de Nissl em
seccOes tangenciais do encéfalo de camundongo, rato, esquilo e coelho demonstra que
os barris podem ser de trés tipos: ocos (formados por uma cavidade central oca, pobre
em neurdnios, circundada por um anel com alta densidade celular); sélidos (formado
por unidades citoarquitetdnicas multicelulares, onde a regido central é preenchida por
corpos celulares e ndo oca); e, os barris indistintos (que possuem uma alta densidade
celular, mas cujo padrédo de distribuicdo ndo reflete a representacdo das vibrissas de
maneira fidedigna. Os barris ocos sado encontrados no cortex somatossensorial primario
de ratos e camundongos, os solidos em ratos, e, os indistintos em esquilos e coelhos
(RICE, 1995).

No rato, os barris sdo ocos no ALBSF do cortex de barris, ao longo de toda a
espessura da camada IV, mas na regido do PMBSF os barris sdo ocos apenas na parte
mais profunda da camada 1V, adjacente a camada V. No restante do PMBSF os barris

séo solidos (LAND & SIMONS, 1985).
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LAND & ERICKSON (2005) utilizando histoquimica para citocromo-oxidase em
cortes do encéfalo de rato jovem e adulto, observaram que os barris “ocos” no PMBSF
apresentavam um padrdo de marcagdo nao-uniforme e denominaram as subregides
dos barris decorrentes dessa marcacdo como dominios sub-barris. Esses autores
sugeriram que esses dominios sub-barris correspondiam a entidades colunares dentro
dos barris desse subcampo. Isso ndo foi observado nos barris de S1 do camundongo, e
nem nos barris “ocos” no ALBSF do rato. Com isso, 0s autores sugeriram que ao
contrario do que ocorre em parte do PMBSF do rato, em S1 do camundongo e no
ALBSF dos ratos, os barris deveriam constituir um dominio colunar unico.

Outro dominio citoarquitetdnico distinto no cortex somatossensorial priméario do
rato € denominado septo. Este compde a regido entre os barris e caracteriza-se por
uma densidade celular mais baixa na camada IV. O septo ndo & encontrado nas

espécies que apresentam barris indistintos, é pequeno entre barris ocos e facilmente

visiveis entre os sélidos (RICE, 1995).

1.3.3 Circuito vibrissa — cortex de barril

A via somatossensorial na qual a informacéo proveniente de cada vibrissa &
conduzida ao coértex de barris, € caracterizada por dois circuitos de processamento que
sdo parcialmente segregados (ALLOWAY, 2008). Os foliculos pilosos de cada vibrissa
possuem mecanoceptores que transduzem a informagdo sensorial via axonios
aferentes no nervo trigeminal para o nucleo trigeminal do tronco encefélico,
principalmente os nucleos principal e espinhal. Os neurdnios no nucleo trigeminal
principal sdo organizados somatotopicamente por estruturas denominadas barriletes,
onde cada qual recebe input de uma vibrissa (VEINANTE & DESCHENES, 1999). Os
neurbnios desse nudcleo projetam para o nucleo ventral posterior medial (VPM) do

talamo, que também é somatotopicamente organizado em unidades anatdmicas
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chamadas barrildides. Os axodnios dos neurénios em VPM localizados em um barrildide
individual projetam para um barril correspondente em S1. J& os neurbnios da
subdivisdo espinhal do complexo trigeminal projeta para o nucleo ventral posterior
medial (POm) no tadlamo, que entdo envia as informacdes proveniente das vibrissas
para o cortex de barris, terminando primariamente dentro do septo (VAN DER LOOS,
1976; DIAMOND et al., 1994; KIM & EBNER, 1999; FELDMAN & BRECHT, 2005;
LUBKE & FELDMEYER, 2007; ALLOWAY, 2008) (Figura 2).

cortex de
barril

.f\
B W )
N

v

nucleo
posterio
r medial

nervo trigeminal

nucleo trigeminal espinhal

Figura 2. Representacdo da via de processamento da informag&o sensorial proveniente
das vibrissas para o cortex de barris. (Modificado de Libke J, Feldmeyer D., Brain
Struct Funct. ; 212(1):3-17, 2007).
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O circuito que esté relacionado com a via direcionada para o septo, codifica a
cinética dos movimentos das vibrissas e enviam a informagcdo para as regifes do
cérebro que regulam o comportamento de movimentacao ativa das vibrissas (whisking).
J& os barris e seus circuitos conectados processam a informacéo espacgo-temporal que
codifica o contato das vibrissas com o0s objetos no ambiente externo (ALLOWAY, 2008).

Contudo, a informacéo processada por ambos 0s circuitos deve ser integrada
para permitir a orientacdo do animal no espago, o reconhecimento de objetos e outros
comportamentos relacionados. Essas vias possuem algumas conexdes entre si: a via
leminiscal que fornece inputs predominantemente para os barris na camada IV envia
também projecdes secundarias que terminam nas camadas I, Vb e VI, que estdo na
mesma coluna vertical do barril. Ja a via paraleminiscal, que consiste nas projecdes que
terminam na regido de septo da camada IV, envia projecdes secundarias que terminam
nas camadas Il e Il da coluna de septo e nas camadas | e Va de ambas as colunas,
septo e barril (ALLOWAY, 2008).

Além disso, a segregacao parcial dessas vias foi retratada em alguns estudos.
SIMONS & WOOLSEY (1984) demonstraram que o corpo celular e os dendritos
proximais dos neurbnios espinhosos septais da camada IV estéo localizados na regiéo
inervada por POm, enquanto seus dendritos distais estendem aos barris, que séo
inervados por VPM. De fato, conexdes monossinapticas funcionais entre neurénios de
VPM e septais foram descritas (BRUNO & SIMONS, 2002; BRUNO & SAKMANN,
2006). Foram também demonstradas conexdes sinapticas entre neurdnios espinhosos
da camada IV e células piramidais da camada Va e conexdes intralaminares entre as
células na camada V (FELDMEYER et al., 2005; BRUNO & SAKMANN, 2006, FRICK et
al., 2007).

Sendo assim, essa via de processamento apresenta duas caracteristicas que a
torna um modelo experimental altamente interessante para o estudo da organizacdo

cortical, pois possui uma representacdo isomorfica em todas as estacbes de
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processamento e consiste em duas vias parcialmente segregadas compostas pelos
circuitos de barris e de septos.

Estudos recentes que associam técnicas de registro intracelular com
reconstrucfes morfolégicas no cortex de barris revelam parte da organizacdo neuronal
fina desse circuito (SARID et al., 2007). SCHUBERT et al. (2003) avaliaram as duas
principais classes morfologicas de neurdnios excitatorios envolvidos no processamento
do sinal sensorial na camada IV. Esse grupo verificou que as ceélulas estreladas
espinhosas recebem monossinapticamente sinais excitatorios e inibitorios que originam
de neurdnios localizados em um mesmo barril, enquanto células piramidais, ao contrario
das primeiras, recebem inputs excitatérios de diferentes camadas e de barris vizinhos, e
os inputs inibitorios de neurdnios localizados nos mesmos barris. Isto sugere que as
células estreladas espinhosas atuam no processamento local, dentro de um Unico barril
e as piramidais globalmente, ou seja, integrando a informacéo horizontal e top-down
dentro de uma ou mais colunas funcionais.

LUBKE et al. (2003) demonstraram que diferentes pares formados por neurdnios
espinhosos da camada IV e células piramidais das camadas supragranulares Il e lll
conectados monossinapticamente apresentam seu campo de projecdo axonal e o
dendritico confinadas a um mesmo barril, ou seja, estdo restritas nas colunas de barril.
Entretanto os ax6nios das células piramidais das camadas Il e Ill ttm um campo de
projecdo vertical que se estende ao longo de todas as camadas corticais, e um campo
de projecdo horizontal restrito as camadas supragranulares. Dessa forma, nessas
camadas supragranulares o fluxo de sinal excitatorio no neocortex pode ser intracolunar
ou transcolunar. Outros trabalhos mostraram que os neur6nios dentro do coértex de
barris ttm conexdes locais e interacdes que variam sistematicamente com sua posi¢cao
laminar e colunar (SCHUBERT et al., 2003; FELDMEYER et al., 2005, 2006;
SHEPHERD & SVOBODA, 2005; SCHUBERT et al., 2006).



34

Entretanto, estudos que objetivaram a relacédo entre esse circuito e 0os neurénios
nitridérgicos ainda sao raros (ver item 1.4 a seguir). Com isso, o entendimento do
padrdo de distribuicdo e da morfologia desses neurdnios dentro de todo o cortex
somatossensorial pode trazer informacdes acerca de como tais células participam do
circuito de processamento da informacdo somestésica, fornecendo também pistas

guanto ao papel funcional do ON.

1.4 Neurdnios NADPH-diaforase positivos do tipo | no cortex cerebral

Na literatura, a primeira avaliacdo da morfologia e o padrdo de distribuicdo
laminar dos neurdénios NADPH-diaforase positivos (n(NADPHd+) do tipo | foi realizada
de forma qualitativa. Tais estudos indicavam que, no cortex cerebral, os neurdnios
nitridérgicos se distribuiam de forma uniforme. Por exemplo, KUCHIIWA et al. (1994)
realizou um estudo restrito & borda de transicdo entre a substancia branca e cinzenta
do cortex do gato, encontrando um padrdo de distribuicdo uniforme dos nNADPHd+.
EGBERONGBE et al. (1994) demonstrou, no cértex humano, e HASHIKAWA et al.
(1994) no cortex de macacos, que a distribuicdo dos nNADPHd+ é similar ao longo de
todas as regides corticais. Segundo YAN & GAREY (1997) ndo ha diferenca na
distribuicdo dos nNADPHd+ entre as areas corticais localizadas na metade anterior ao
sulco central do cortex de diferentes espécies de mamiferos.

No entanto, ao realizarem uma abordagem quantitativa da distribuicdo espacial
dos nNADPHd+ no coértex do gamba, VOLCHAN & FRANCA (1994) demonstraram que
na verdade o padrdo de distribuicdo dos neurdnios nitridérgicos ndo é uniforme. Em
seccodes tangenciais, estes autores verificaram que 0s neurdnios do tipo | estdo mais
concentrados na metade anterior do que na metade posterior do cortex; e, no eixo

meédio-lateral, 0 nimero de neurdnios € maior na metade lateral da superficie cortical.



35

Ao avaliar o cértex no plano coronal, esses autores observaram que a maioria dos
NNAPDHd+ esta localizada na substancia cinzenta. Mais tarde, esse mesmo grupo
realizou estudos adicionais caracterizando a distribuicdo espacial dos nNADPHd+ no
cortex de outras espécies de mamiferos além do gamba (FRANCA et al. 2000). Neste
trabalho, o padrédo de distribuicdo dos nNADPHd+ no neocdértex de quatro espécies de
mamiferos (Ratus norvegicus, Callitrix jacchus, Monodelphis domestica e Didelphis
aurita) foi avaliado, visando ndo s6 a comparacao entre as espécies, mas também uma
andlise entre as areas sensoriais primarias visual e somatossensorial. Este estudo
revelou que, em todos 0s animais estudados, a densidade celular na area
somatossensorial primaria foi significativamente maior do que na visual, demonstrando
mais uma vez que os neurdnios do tipo | ndo sao distribuidos de forma uniforme no
isocortex. Na avaliacdo da distribuicdo laminar foi observado que o numero de
neurbnios tende a aumentar das camadas mais superficiais para as profundas da
substancia cinzenta no Didelphis aurita; no rato as camadas infragranulares e
supragranulares tém densidade maior que a camada IV; e todas as espécies estudadas
tém o maior numero de neurdnios do tipo | localizados na substancia branca.
WIENCKEN & CASAGRANDE (2000) analisaram a distribuicdo dos neurdnios
NADPH/ONS positivos em relacdo aos compartimentos funcionais das areas V1 e V2
do cértex visual de primatas e no nucleo geniculado lateral (NGL). Semelhante a
FRANCA et al (1997), esse estudo revelou que as células marcadas distribuem-se
uniformemente entre os compartimentos blob (grupo de células centrada em uma
coluna de dominancia ocular) e interblob (regido entre o blob) de V1. Quanto a
distribuicdo laminar, a maior parte das células concentra-se na substancia branca,
abaixo da camada VI, tanto em V1 quanto em V2. Na substancia cinzenta, no entanto, a
distribuicdo é diferente: em V1 ha poucas células do tipo | nas camadas | ou IV,

enguanto que em V2, a camada IV tende a apresentar mais células reativas.
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Diferentes grupos tém se dedicado ao estudo da distribuicdo dos neurdnios
nitridérgicos em diversas areas do cértex cerebral. BARONE & KENNEDY (2000)
demonstraram que nao existe uniformidade na distribuicdo dos nNADPH-d ao analisar
seis areas diferentes do cértex de macaco adulto (area visuais primaria e secundaria,
sulco temporal superior, cortex auditivo, area 4 e 6).

Segundo GARBOSSA et al. (2005) no cortex cerebral humano, ao avaliar trés
areas (area 11 do cortex frontal, area 22 do cortex temporal, e area 17 / 18 do cortex
ocipital), o numero de nNADPHd+ € maior nas camadas infragranulares, mas ao
analisar as camadas supra- e infragranulares, a densidade € maior no coértex frontal e
menor no temporal evidenciando assim que existe uma diferenca clara relacionada com

essas areas quanto ao padrao de distribuicdo desses neurdnios.

1.4.1 Distribuicdo e morfologia dos nNADPHd+ doti  po | no cortex de barris

A distribuicdo dos nNADPHd+ no cortex de barris do rato foi descrita por
VALTSCHANOFF et al. (1993), FRANCA & VOLCHAN (1995) e FREIRE et al. (2004).
Tais autores demonstraram que essas células possuem um padrdo de distribuicdo
caracteristico, concentrando-se nas regioes de septos. FREIRE et al. (2004) realizaram
seu estudo na regido de PMBSF do campo de barris de ratos em desenvolvimento e
descreveram que, ao longo de todas as idades avaliadas (de 10 dias a 90 dias poés-
natal), o nimero de células NADPH/ONS positivas foi sempre maior na regido de septo
do que nos barris. Esses autores avaliaram também a distribuicdo laminar dessas
células e demonstraram uma maior concentracao ao redor do limite da camada VI com
a substéancia branca.

FREIRE et al. (2005) realizaram um outro estudo envolvendo a caracterizagdo do
padrdo de distribuicdo dos nNADPHd+. Nesse trabalho, além da andlise qualitativa da

distribuicdo laminar e colunar desses neurdnios, avaliaram parametros morfométricos,
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tais como: area de corpo celular, medida do campo dendritico e dimensao fractal. Um
dos objetivos foi avaliar a morfologia da arborizacdo dendritica dos nNADPHd+
localizados nos barris e septos da regido de PMBSF de S1 do camundongo adulto.
Esses autores evidenciaram mais uma vez uma diferenca significativa entre essas duas
regides, com 0s neurbnios septais tendo uma arborizacdo dendritica maior em relacéo
aos neurdnios intrabarris. A partir disso, sugeriram que tais diferencas morfométricas
encontradas entre os neurénios da camada IV corroboram evidéncias prévias (KIM &
EBNER, 1999) para a existéncia de duas vias paralelas para o processamento da
informacéo tétil, uma passando ao longo do septo e a outra do barril (ver item 1.1.4). A
distribuicdo laminar e colunar dos nNADPHd+ em S1 é similar a descrigcéo feita para o
rato (FREIRE et al., 2004). No entanto, a andalise da distribuicdo e morfologia de todos
os nNADPHd do tipo | presentes na area S1, incluindo todos os subcampos de barris,
ainda néo foi realizado, e, constitui o principal objetivo deste estudo.

O conhecimento da organizacdo estrutural, incluindo a descricdo da estrutura
laminar, da morfologia neuronal fina, assim como a distribuicdo de enzimas e outros
marcadores ao longo dos eixos horizontal e vertical do cortex podem contribuir para o
entendimento de parte do papel do encéfalo no processamento da informacdo que
chega até ele. Nesse sentido, a literatura disponivel sobre a topografia dos neurdnios
nitridérgicos pode ser resumida em estudos da distribuicdo dos corpos celulares em
diferentes areas corticais e espécies de mamiferos. Além disso, no que se refere ao
cortex somatossensorial de roedores, os estudos que incluiram a analise da morfologia
desses neurbnios restringiram-se apenas a camada IV, em especial a regido do
PMBSF. O presente trabalho visou analisar a morfologia fina de uma subpopulacéo de
neurdnios ndo-piramidais, os NNADPHd+, em toda a area S1 e ndo apenas do PMBSF,
usando para isso cortes coronais que permitiam a identificagdo das camadas corticais

bem como dos barris individuais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar qualitativa e
guantitativamente a morfologia dos neurdnios nitridérgicos da area S1 de ratos adultos,
verificando qual a relacdo desta com o padrdo de arranjo arquitetdnico laminar e

modular caracteristico dessa area cortical.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a morfologia de todos os nNADPHd+ do tipo | de S1 do rato, por meio
da quantificagcdo de parametros morfométricos relacionados ao corpo celular e a

arborizacdo dendritica.

2. Caracterizar o padrao de distribuicdo dos nNADPHd+ do tipo | ao longo de
todo o campo de barris, incluindo os compartimentos colunares e laminares, ou seja,
barris/septos e camadas corticais, que foram previamente definidos pela reatividade

histoguimica.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Nesse estudo foram utilizados 12 ratos Wistar (Ratus norvegicus) adultos
machos (Tabela 1).

Os protocolos experimentais utilizados foram aprovados pela Comissao de
Avaliacdo do uso de Animais em Pesquisa do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho

- IBCCF (Protocolo n.° 029).

3.2 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.2.1 Perfuséo, disseccao e microtomia

Os animais eram profundamente anestesiados com inalacdo de éter, e, apds a
verificacdo da auséncia de reflexos dolorosos, foram submetidos ao procedimento de
perfusdo. O animal era mantido em decubito dorsal num aparato proprio; o esterno era
pincado, e com o auxilio de uma tesoura realizava-se uma ampla toracotomia, seguida
da seccdo do pericardio e exposicdo do musculo cardiaco. A seguir, uma injecao
intraventricular de 5000 U.I. de heparina sddica (Liquemine, ROCHE) era aplicada para
evitar a coagulacao sanguinea. Uma canula era inserida no ventriculo esquerdo e, com
auxilio de uma bomba peristéltica (Masterflex Pump Controller), era passada uma
solucéo de cloreto de sédio a 0,9% (300 ml), seguida por paraformaldeido a 2 % ou 4 %
(300 a 400 ml), em tampéo fosfato 0,1 M. Procedia-se entdo a retirada do encéfalo da

caixa craniana. Este era colocado em uma matriz de acrilico milimetrado (Adult Rat
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Brain Matrix - RBMA-300C), onde era possivel secciond-lo no tamanho desejado. De
acordo com o atlas estereotaxico do rato (ZILLES, 1995) o lobo parietal possui uma
extensao rostro-caudal de aproximadamente 8 mm. ApoOs a seccédo, o bloco preparado

tinha cerca de 13 mm.

Com o auxilio de um vibratomo (Pelco 101 Internacional, Série 1000), o encéfalo
era seccionado no plano coronal em cortes seriados de 200 um de espessura. O plano
coronal permite a visualizacdo das camadas e areas corticais, e cortes mais espessos
facilitam a reconstrucdo tridimensional, pois minimiza o nimero de cortes a serem

alinhados, assim como a secc¢éo das arboriza¢cfes dendriticas.

Todos os cortes eram recolhidos em tampéao fosfato 0,1 M. Porém em alguns
casos, problemas relacionados a microtomia resultaram em perda de cortes (Tabela 1).

Em seguida, os cortes eram processados para revelar a enzima NADPHd.

3.2.2 Processamento histolégico

Existem pelo menos dois protocolos histoquimicos que podem revelar a
NADPHd, o direto e o indireto (modificados a partir de SCHERER-SINGLER et al.,
1983). Como o padrdo de marcacdo obtido com os dois protocolos é idéntico
(SANDELL, 1986; FRANCA et al., 2000), escolhemos o método indireto, por ser
economicamente mais vantajoso.

O meétodo “indireto” da enzima malica, utiliza o NADP como substrato que sera
inicialmente reduzido a NADPH, por enzimas do proprio tecido, antes de funcionar
como doador de elétrons. O protocolo consiste na incubacdo em uma solucdo de Tris
0,1 M (pH = 8,0) com 0,6 % de D-L-acido malico, 0,03 % de nitroblue tetrazolium, 1 %
de dimetil-sulféxido, 0,03 % de cloreto de manganés, 0,1 % de -NADP e 1 % de triton
X-100 (SANDELL, 1986).
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Os cortes coronais eram lavados trés vezes durante 10 minutos em solucédo de
tampéo Tris 0,1 M (pH = 8,0) para retirar o excesso de fixador e, a seguir, incubadas na
solugdo acima sob agitagdo suave e constante e ao abrigo da luz, em uma estufa

mantida a 37 .

3.2.3 Monitoramento da reacao, lavagem, desidrata¢ 40 e montagem

A evolugdo da reacdo era avaliada a cada 20 minutos, através da observacgéo
microscopica da aparicdo de corpos celulares de neurdnios reativos, e de detalhes da
sua morfologia fina, como dendritos secundarios e terciarios.

Geralmente, a marcacao atingia uma intensidade ideal em 2 a 6 horas. Os
principais critérios para a interrupcdo da incubacdo era o aparecimento dos
prolongamentos dendriticos de forma geral, e da marcacdo da neuropila, que permite
identificar os barris na camada IV. No entanto, mesmo com um constante
monitoramento da reag¢do, em alguns casos a neuropila ficava muito reativa, o que
dificultava a delimitacdo de S1, dos campos de barris e a identificacdo dos dendritos
terminais, impossibilitando assim o procedimento de reconstrucdo. Em alguns casos
obtivemos um padrdo de marcacdo heterogéneo onde parte dos cortes ficava com a
neurépila bem reativa, enquanto outras partes do mesmo corte simplesmente nao
marcavam, e, com iSso uma reconstru¢do completa ndo podia ser feita (Tabela 1).

Apés a incubacéo, os cortes eram submetidos novamente a trés lavagens de 10
minutos em tampdao Tris 0,1 M (pH = 8,0) e montados sobre laminas gelatinizadas com
auxilio de um papel milimetrado para padronizar a orientacdo dos cortes. Este era um
cuidado importante, pois facilitava o alinhamento dos cortes consecutivos, que constitui
um passo essencial no processo de reconstrugao tridimensional. No dia seguinte, ap0s
a secagem ao ar livre, os cortes eram desidratados com alcool etilico em concentracdes

crescentes (70 %, 80 %, e 90 % por 2 minutos, 100 % | por 5 minutos e em 100 % Il por
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10 minutos em cada solucéo), seguidas de xileno (I e Il também por 5 minutos cada),
sendo posteriormente cobertas com laminula, usando-se como meio de montagem

Entellan (MERK).

3.3 AQUISICAO DOS DADOS

3.3.1 Reconstrucgao tridimensional

As preparacoes histologicas eram analisadas em microscopia Optica, e, as que
apresentavam neurdnios aparentando uma marcacao dendritica completa no cortex de
barris eram selecionadas para a reconstrucdo tridimensional. Logo, foi realizada a
reconstrucdo total de S1 no caso em que foi encontrada uma boa marcacdo de
neurépila e todas as seccdes do tecido foram mantidas; e reconstrucdo parcial nos
casos em que houve perda de algumas seccbes durante o processamento histologico
(Tabela 1).

A reconstrugdo foi realizada com o auxilio do sistema Neurolicida 6.0
(MicroBrightField Inc., USA), que consiste em um software integrado a um microscopio
com platina motorizada, o qual facilita a aquisicAo de dados tridimensionais em
microscopia optica ou eletrénica, permite reconstrucdes de estruturas anatébmicas ou
neuronais e fornece dados morfométricos quantitativos sobre as estruturas
reconstruidas.

O design no qual se baseia o sistema de morfometria 3-D é o Image Combining
Computer Microscope (ICCM), que associa o software a instrumentacdo microscopica
para gerar imagens sobrepostas, com controle preciso dos movimentos de uma platina
nos eixos x, y e z. Além do controlador da platina (stage controller), um capturador
adicional de alta precisdo permite um controle muito fino do foco do microscopio que

fornece a informacéo de profundidade (Figura 3; GLASER & GLASER, 1990).
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A grande vantagem desse sistema é permitir a fusdo da imagem da preparacao
histolégica com o desenho que esta sendo feito, podendo para isso usar diferentes
objetivas. Assim, os contornos dos cortes eram feitos usando um aumento de 5x; 0s
corpos celulares eram plotados com aumento de 10x, e a reconstrucdo da arvore
dendritica com a objetiva de imerséao de 100x.

Todos os nNADPHd+ do tipo | localizados em toda a extensédo de S1 puderam
ser reconstruidos, englobando dessa forma os neurbnios de todas as camadas
corticais, bem como os neurénios localizados nas colunas de barril e septo.

Depois que todos os neurdnios foram reconstruidos através do sistema
Neurolucida, o software Neuroexplorer foi utilizado para fornecer os dados quantitativos
referentes a cada parametro morfométrico estudado (a seguir no item 3.4), que eram

exportados para o programa Excel (Microsoft) e submetidos a analise estatistica.

LULLL LG iagil
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Figura 3. Desenho esquematico do sistema Neurollcida.1l: computador; 2: mouse; 3:
microscopio Nikkon Optiphot; 4: platina motorizada nos trés eixos; 5: micromonitor CRT
(lucivid).; 6: separador de feixo de video (beam splitter); 7: joystick; 8: controlador da
platina motorizada MAC5000.
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3.3.2 Quantificacdo das células totalmente reconst  ruidas

Foi criado, no sistema NeurolUcida, um arquivo com os desenhos de todos os
cortes, salvo em formato ASCI e exportado para o programa Matlab 6.5 (MathWorks),
onde desenvolvemos rotinas para analise da porcentagem de células que foram

reconstruidas em sua totalidade.

3.3.3 Medida da area dos compartimentos dos campos de barris

As reconstrugdes, incluindo os contornos dos cortes e neurdnios, eram
visualizadas no software Neuroexplorer. Reconstrucbes de cortes individuais eram
exportadas no formato DXF para o programa Canvas X (ACD Systems), o qual permitia
o processamento final dos desenhos, e salvar 0s mesmos como imagens no formato
TIFF. Tais arquivos podiam ser analisados no programa ImaqgVision 6.0 (National
Instruments) para o calculo da é&rea dos compartimentos de S1 definidos
arquitetonicamente. Ou seja, 0s compartimentos laminares: supragranular (SG),
englobando a regido das camadas supragranulares na extensdo do campo de batrris;
granular (GR), englobando a regido da camada IV que apresenta barris; e, infragranular
(IG), englobando a regido das camadas infragranulares na extensdo do campo de
barris. Além desses compartimentos, foram definidos os compartimentos colunares: a)
coluna de batrril, incluindo toda a extenséo vertical do cértex no volume definido pela
projecdo de cada barril visualizado na camada 1V, dorsalmente até a superficie pial, e
ventralmente até a substancia branca; b) a coluna de septo, correspondendo as regides
corticais entre as colunas de barris (Figura 4), incluindo todas as regides entre 0s
subcampos de barris, também através de toda a extenséo radial do cortex. Essa divisao

da area S1 em compartimentos laminares e colunares foi usada para subdividir as
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células reconstruidas, de acordo com a localizagdo de seus corpos celulares (ver item
3.5).

A medicdo da area das diferentes regides era feita a partir de um contorno geral
de cada um dos compartimentos, dos barris ha camada IV e do contorno da regido
correspondente dos mesmos, projetada nas camadas supra- e infragranulares. A
medida da area septal era obtida a partir da diferenca entre a area total e a area
ocupada pelos barris. Tais medidas foram usadas para calcular a densidade celular em

cada um desses compartimentos.

Pia-mater

Figura 4. Reconstrucdo de uma seccdo coronal na area S1 do cortex do rato,
processada para histoquimica que revela a enzima NADPHd. Com base na marcacao
diferencial das camadas corticais, foram delimitados os seguintes compartimentos:
supragranular (SG); granular (GR); e infragranular (IG). Usando a referéncia dos batrris,
dividimos o0s seguintes compartimentos colunares: barris e septos. (SB, substancia
branca). Linhas pontilhadas: separacéo de uma coluna de barril e septo.
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TABELA 1 - ANIMAIS E PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Animal Plano de Corte Microtomia Histoquimica Reconstrucao
para NADPHd Tridimensional
R0607 HD -parassagital Todos os cortes  Neurdpila muito Nao
HE - tangencial recolhidos reativa
R0608 HD -parassagital Perda de cortes  Neurdpila muito N&o
HE - tangencial reativa
R0609 HD - parassagital Perda de cortes  Neurdpila muito Nao
HE - tangencial reativa
R0610 Coronal Todos os cortes  Bom padrao de Total
recolhidos neuropila
R0612 Coronal Todos os cortes  Neurodpila muito Nao
recolhidos reativa
R0613 Coronal Todos os cortes  Neurodpila muito Nao
recolhidos reativa
R0614 HD - parassagital Todos os cortes Alguns cortes ndo Nao
HE - tangencial recolhidos reagiram
R0615 HD - parassagital Todos os cortes Alguns cortes nédo N&o
HE - tangencial recolhidos reagiram
R0617 Coronal Perda de cortes  Neurdpila muito Nao
reativa
R0702 Coronal Perda de cortes Marcacao N&o
heterogénea
R0703 Coronal Perda de cortes Marcacao Parcial
heterogénea
R0O704 Coronal Perda de cortes Marcacao Parcial

heterogénea
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3.4 PARAMETROS MORFOMETRICOS ANALISADOS

Além da sua distribuicdo cortical, os nNADPHd+ foram analisados quanto a sua
morfologia por meio da avaliacdo dos seguintes parametros morfométricos

(NEUROLUCIDA - users guide, 2004):

A) Quanto ao corpo celular:

n=1
A éarea foi obtida por meio da fémula: a =% [(XoYn - XnYo) = > (X1-1Y1 — XiYi+1) .
=1
Assim, a area (a) € calculada determinando as coordenadas de cada ponto ao
redor do contorno do corpo celular e somando a area contida dentro desse contorno.
A forma ou form factor (4 fa / perimetro®) do corpo celular era expresso por
valores numéricos que variavam de 0 a 1, sendo que quando o valor se aproximava de

0, era um indicativo de que o corpo celular era menos esférico, e quanto mais préximo

de 1, seria o oposto (Figura 5).

FIGURA 5. Forma do corpo celular dos nNADPHd+. A) célula com corpo celular
bem esférico (form factor = 0,92); e, B) menos esférico (form factor = 0,46). A
espessura dendritica relativa ndo foi mantida nesta representacao.
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B) Quanto a arborizacdo dendritica  (Figura 6)

- Comprimento dendritico: corresponde ao somatorio do comprimento de todos
0s segmentos da arvore dendritica.

- Volume dendritico: refere-se a medida do calibre de toda a arvore dendritica. O
volume dos dendritos é registrado ao longo de todo o procedimento de reconstrucao,
onde em cada passo do desenho o calibre € medido de forma bem cuidadosa.

- Numero de dendritos de primeira ordem: soma total dos dendritos de primeira
ordem de cada nNADPHd+.

- Numero de nodos: somatorio dos nodos de cada nNADPHd+, que retrata o grau
de ramificacdo dendritica.

- Numero de segmentos dendriticos totais: refere-se a soma de todos os
segmentos da arvore dendritica, incluindo assim dendritos primarios, secundarios,

terciarios entre outros.

- Analise fractal:

E uma das medidas usada para quantificar a arborizagdo dendritica neuronal e
descrever como um neurbénio preenche por completo seu campo dendritico. Existem
trés métodos para o calculo dessa analise: cumulative-mass, coastline measurement e
box counting (CASERTA et al., 1995). Esse ultimo € o método fornecido pelo

Neuroexplorer.
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FIGURA 6. Representagdo de um dendrito com sete ordens. Tomando essa
representacdo como um modelo, € possivel verificar o procedimento de medida de
comprimento dendritico, onde € preciso somar o comprimento de todos os dendritos (1
a 7); o numero de dendritos de primeira ordem, que nesse caso € apenas um; namero
de segmentos dendriticos totais, refere a soma de todos os segmentos da arvore
dendritica, que nesse exemplo, é igual a 19; numero de nodos, corresponde ao
somatorio de todos os pontos onde ocorre ramificagdes dendriticas (esse exemplo tem
9 nodos). Bolas vermelhas: nodos.

- Medida do campo dendritico: convex hull analysis

Essa analise permite o célculo da area e / ou volume de campo dendritico de um
neurénio. E uma medida importante, visto que células com campo dendritico maior
podem potencialmente integrar inputs numa porcdo maior do parénquima cortical

(Figura 7). Essa medida também é fornecida pelo Neuroexplorer.
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FIGURA 7. Representacdo esquematica da convex hull analysis. Todos os dendritos
terminais séo ligados de forma a criar o menor poligono convexo possivel. A medida
do campo dendritico corresponde ao volume dessa estrutura sélida, ocupando um
dado espaco fisico.

C) Quanto a orientagdo da arborizacdo dendritica: analise setorial de orientacéo

dendritica (wedge analysis).

Além dos parametros ja descritos foi também utilizada a andlise setorial de
orientacdo dendritica, a qual permite avaliar a distribuicdo dos dendritos em um espaco
definido arbitrariamente por um ponto fixo e direcdo (GOLDSTEIN et al., 1993). Nessa
analise, o ponto fixo era centrado no corpo celular e o eixo principal era orientado
verticalmente para a pia-méater. Para essa medida eram utilizados oito setores, dos
quais podia ser extraido o comprimento dendritico (Figura 8).

Com base nessa andlise foram criados dois indices, o de verticalidade e de
direcionalidade. O indice de verticalidade [(DL; + DL4 + DLs + DLg) / 3 DL1.g))] consiste
na razao entre o somatorio dos valores dos comprimentos dendriticos (DL: dendritic
lenght) dos quatro setores adjacentes ao eixo vertical principal e o comprimento

dendritico total (nos oitos setores, ver Figura 8). Os valores obtidos foram transferidos
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para uma tabela no programa Excel, convertidos em valores percentuais, e 0sS
neurdnios foram classificados como demonstrado na Tabela 2.

Essa analise foi de suma importancia para este estudo, pois possibilitou a
identificacdo objetiva da direcdo para a qual esses neurdnios estavam orientados, ou
seja, se essas células apresentavam uma distribuicdo mais horizontal, vertical ou mais
circular.

O indice de direcionalidade [(DL; + DLg) - (DL4 + DLs) / (DL; + DL4 + DLs + DLg)]
foi criado com o objetivo de quantificar a direcdo da arborizagdo dendritica das células
verticais, pois a observacdo qualitativa indicava que algumas estavam direcionadas

para a pia e outras para a substancia branca (ver Tabela 3).
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Pia-mater

Substancia branca

FIGURA 8. Exemplo da analise setorial de orientacdo dendritica (wedge analysis). Os
valores expressos nos retangulos em cada setor correspondem ao valor do
comprimento dendritico (DL) do nNADPHd+ no mesmo.

Usando como modelo o nNADPHd+ mostrado na figura anterior podemos
analisar o seu padrdo da arvore dendritica. Os valores referentes ao comprimento

dendritico (DL) foram aplicados na formula do indice de verticalidade (iv).

iv=[(DL;+ DL+ DLs + DLg)/ ¥ DL1.9)]
iv=(0+0+11,0+0)/0+59,60 +0+0+ 11,00 + 113,80 + 6,00 + 0

iv=0,05

Dessa forma, com base na observacdo qualitativa e no valor do iv, esse
NNADPHd+ foi classificado como possuindo uma arborizacdo dendritica mais

horizontalizada.



TABELA 2 - NEURONIOS NADPHDd POSITIVOS EM S1

TIPO CELULAR

INDICE DE VERTICALIDADE

Horizontais 0a0,32 A_‘\* K ).J‘
Multipolares 0,33 a0,65
Verticais 0,66 a 1,00 z \v x

TABELA 3 - SUBTIPOS DOS NEURONIOS NADPHd POSITIVOS VERTICAIS

TIPO CELULAR

INDICE DE DIRECIONALIDADE

Orientada para a Pia-méater +0,51a+ 1,00
Duplo-tufo e / ou bipolar -0,50 a + 0,50 E
Orientada para a Substancia| -1,00a-0,49 d

branca
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3.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os dados referentes aos parametros morfométricos de cada nNADPHd+,
obtidos pelo Neuroexplorer, foram transferidos para o programa Excel, e a partir disso
foi feita uma tabela englobando todos os dados de todos os neurdnios (Tabela 4).

Com base nos valores representados nessa tabela do Excel, os nNADPHd+
foram submetidos a andlise estatistica visando 1) distinguir eventuais morfotipos
através de uma andlise discriminante; 2) comparar os neurbnios provenientes dos
diferentes compartimentos de S1 (ver item 3.3.3).

Com relagéo a localizagdo laminar e tangencial, os nNADPHd+ foram divididos
em seis grupos: 1) neurbnios supra-granulares localizados na coluna do barril (SB), 2)
neurdnios supra-granulares localizadas na coluna septal (SS), 3) neurdnios da camada
IV da coluna do barril (GB), 4) neurdnios da camada IV da coluna septal (GS), 5)
neurodnios infra-granulares da coluna do barril (IB), e 6) neurdnios infra-granulares da
coluna septal (IS). Dessa forma, foi realizada uma comparacéo estatistica entre esses
seis grupos; uma analise laminar (comparacdo entre os nNADPHd+ localizados nos
compartimentos laminares) e analise colunar (comparacdo entre os nNADPHd+
localizados na coluna de barris e septo).

As comparagOes estatisticas dos seis grupos e as laminares, assim como a
medida de &rea dos compartimentos laminares foram feitas por meio da andlise de
variancia (ANOVA). J4 as comparacdes colunares e a medida de area da coluna de
barris e septo foram feitas usando o teste t para grupos independentes. Em ambos os
casos foi aplicado em post hoc o teste de Tukey com 95 % do intervalo de confianca (p
< 0,05), usando o software Statistica 6.0 (Statsoft, Inc).

Os grupos definidos previamente foram avaliados por meio do método da analise
da funcéo discriminante. Este tipo de analise permite a determinacao de qual / ou quais

parametros morfomeétricos (variaveis) proporcionam a melhor forma para separar essa
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populagdo neuronal em grupos especificos. Com isso é possivel investigar quais
caracteristicas realmente definem um grupo ou tipo neuronal. Computacionalmente, a
analise da funcéo discriminante € bastante similar a analise multivariada de variancia
(MANOVA). A idéia béasica subjacente a este procedimento € determinar se o0s
NNADPHd+ diferem com relacdo a média de uma variavel, e entdo usar esta variavel
para classificar os neurénios em grupos especificos. O aplicativo usado (Statistica 6.0,
Statsoft, Inc) permitiu efetuar comparacdes entre a matriz total de covariancia, bem
como entre as matrizes das variancias totais e covariancia de cada grupo. Estas
matrizes foram comparadas através do teste de Fischer com a finalidade de determinar

se existem ou ndo diferencas relacionadas a todas as variaveis entre os nNADPHd+.



TABELA 4 - MODELO DA TABELA FEITA A PARTIR DOS DADOS OBTIDOS PELO NEUROEXPLORER
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POSIGCAO CORPO ARVORE DENDRITICA CAMPO DENDRITICO ORIENTAGAO
DA CELULAR DENDRITICA
CELULA
Area Form N.° de Compri | Volume | N.2 | N.° | Anali Area Peri | Volume | Superfi ]
Nome da Indice de
(um?) | Factor | dendritos | mento | (um® | de | de | se (Lm?) | metr (um?) cie
Célula Verticalidade
dela (um) nod | seg | Fract 0 (um?)
ordem 0os [men | al (um)
tos
SB001 88,33 0,848 1 105,2 70,95 1 3 |1,000| 1439,14 | 263 4485,02 6010,5 0,22
SS073 123,17 | 0,848 3 86,1 59,47 2 7 10,992|851245,0 |137,2| 1157,28 1746,4 0,00
GB080 11760 | 0,4876 2 214,3 | 226,46 1 4 | 1,01 | 2918,53 |391,2| 6372,95 | 7891,7 1,00
GSO005 132,82 | 0,818 3 115,5 91,94 1 5 10,982| 28284,2 |612,3| 1036620,0 | 156784 0,28
IB255 91,165 | 0,727 3 150,3 92,70 1 5 10,985| 2045,82 |217,6| 4666,60 4282,0 1,00
1IS013 163,06 | 0,847 2 212,5 139,75 4 10 {0,994 | 28284,3 |612,3| 773371 150968 0,25
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4 RESULTADOS

4.1 CONSIDERACOES TECNICAS

Todo o material histologico produzido era cuidadosamente avaliado, visando-se
selecionar um conjunto de secc¢fes coronais que permitisse a reconstrucdo de S1 no
sistema Neurollcida. Assim, os hemisférios apresentando uma neuropila bem reativa,
com marcacao clara de todo o campo de barris, das camadas corticais e dos neurdnios
NADPH-diaforase-positivos (nNNADPHd+) eram considerados ideais para serem
analisados e reconstruidos.

Os casos descartados para a analise foram aqueles que apresentaram
problemas durante alguma etapa do processamento: na perfusdo (tecido mal fixado),
durante a microtomia (perda de cortes ou de parte dos cortes), ou ainda durante o
processamento histoquimico (interrupcdo da reacdo antes do tempo ideal, tendo um
tecido sem uma marcacao nitida do campo de barris e / ou células NADPHd-positivas
do tipo I; ou o contrario, uma interrup¢ao tardia da reag&o, onde a reconstrucao ficava
também comprometida porque o tecido apresentava atividade de fundo — background —
muito alta).

O hemisfério direito do caso R0610 foi selecionado para a reconstru¢do completa
da area S1. Todas as seccdes contendo campos de barris (N = 24) e todos os
neurénios nNADPHd+ de S1 nestas secg¢des foram desenhados no sistema
Neurollcida, totalizando 1360 células. Adicionalmente, o hemisfério direito dos casos
R0O703 e R0O704 foram selecionados para reconstrucdo parcial, pois apresentavam um
bom padrdo de marcacao, sendo possivel visualizar os campos de barril e as células

NNADPHd. No entanto, nestes casos, houve perda de algumas seccdes durante a
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microtomia, impossibilitando a reconstrucdo completa. No caso R0703 reconstruimos
apenas, os contornos das secc¢des (N = 13), campos de barris e 48 neurbnios, sendo
gue, todos os corpos celulares marcados em S1 foram plotadas (N = 572), permitindo a
analise de sua distribuicdo. No caso R0704 apenas os contornos das sec¢des contendo
campos de barris (N = 17), e a posicdo dos corpos celulares (N = 585) foram
reconstruidos. Logo, a andalise morfométrica dos neurénios nNADPHd refere-se aos
hemisférios R0610 e R0703, sendo que esses dois casos apresentaram uma diferenca
consideravel com relacdo a marcacao do tecido (ver Tabela 1) (Figura 9). Além disso, a
avaliacdo qualitativa da distribuicdo e morfologia de células e neuropila foi realizada a
partir de todos os animais que foram processados, incluindo os hemisférios que foram
seccionados no plano parassagital e tangencial (total: 5 animais), e os que foram

seccionados no plano coronal (total: 7 animais).
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L aues

-

Figura 9. Fotomicrografias de cortes coronais ao nivel da area S1 do rato, processados
para NADPHd. A e C caso R0610 e B e D R0703. O caso R0610 apresentou uma
atividade de fundo (background) mais alta do que o R0703, facilitando a delimitagédo de
barris e camadas corticais, mas dificultando a visualizagdo dos nNADPHd+. II-VI:
camadas corticais. Linha continua preta: contorno de um barril. Linhas pontilhadas
brancas: contorno das camadas corticais. Cabeca de seta preta: nNAPHDd+. Cabeca
de seta branca: vasos sanguineos. Aumento: 5x em A e B. Aumento: 20x em C e D.
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4.2 AVALIACAO QUALITATIVA DA MORFOLOGIA E DISTRIBUI CAO DOS
NEURONIOS E NEUROPILA NADPH-DIAFORASE POSITIVOS

A histoquimica para NADPHd produziu uma marcacao difusa da neuropila que
permitiu a delimitacdo de barris e camadas corticais, bem como neurdnios fortemente
marcados (do tipo 1 — nNADPHd+). A reacéo difusa de neuropila e o0s nNADPHd+ eram
encontrados em todas as camadas corticais (Figura 9), com as seguintes caracteristicas
gerais (Tabela 5):

- A camada | aparecia como uma faixa de reacdo moderada, com poucas células
marcadas, cujos dendritos tinham uma orientacdo geralmente tangencial a superficie
pial ou “horizontal”.

- Nas camadas Il e Ill, a neurdpila exibia uma reatividade moderada e uniforme
para NADPHd, tornando dificil definir o limite entre essas duas camadas. Nelas, era
possivel encontrar células horizontais, multipolares e/ou verticais, ou seja, com
dendritos de diversas orientagdes (Figura 10).

- A camada IV era bem delimitada e caracterizada, em cortes coronais, pela
alternancia de regifes ovoides ou retangulares altamente reativas para NADPHd (os
barris), separadas por regibes menos reativas e mais estreitas (0s septos). Nessa
camada, era muito clara a presenca de células com a arvore dendritica verticalmente
orientada em comparac¢ao as demais camadas (Figuras 11 e 12).

- A camada V era também bem definida e caracterizada como uma regido de
baixa reatividade da neuropila.

- Na camada VI havia um notavel aumento da reatividade enzimatica, quando
comparada com a camada V.

- Nas camadas V e VI, os nNADPH-d+ apresentavam uma arborizacao dendritica
com diferentes orientacdes, sendo as células com orientagdo dendritica vertical mais

numerosas (Figuras 11 e 12).
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Quanto a organizacdo colunar dos nNADPHd+, observamos uma tendéncia das
arborizacGes dendriticas serem mais elaboradas nas colunas septais (ver resultados
guantitativos abaixo) em comparacdo as colunas de barris. No entanto, independente
da posicdo laminar ou colunar do corpo celular, os dendritos dos nNADPHd+
encontrados ao longo de S1 néo se restringiam aos limites arquitetdnicos de barris e/ou
camadas corticais (Figuras 10, 12 e 13).

Ao avaliar especificamente a distribuicdo espacial dos dendritos, notava-se que
muitos neurbnios apresentavam arborizacdes orientadas verticalmente. No entanto, as
células horizontais e multipolares representavam a maioria nas camadas
supragranulares (Figuras 14 e 15).

Outra caracteristica notavel desses neurdnios € que os dendritos de células vizinhas
pareciam freqiientemente fazer contatos uns com os outros. Isso foi observado muitas
vezes, com uso de uma objetiva de grande aumento (x100) e ajuste fino do foco (Figura
13).

Os nNADPHd+ também apresentavam uma relacdo muita clara com 0s vasos
sanguineos, pois ao longo de toda a extensdo do campo de barril era muito evidente a

presenca desses neurbnios proximos a essas estruturas (Figura 16).



TABELA 5 - RESUMO DOS ACHADOS QUALITATIVOS
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CAMADAS CORTICAIS

REATIVIDADE DA
NEUROPILA A NADPHd

NNADPHd+

[/ n

Vi

Marcagcao moderada
Marcacdo moderada e

uniforme

Marcacao alternada entre
barris (regides com alta
reatividade), separadas

pelos  septos (regides

menos reativas)

Baixa reatividade da
neurépila

Reatividade enzimatica
mais alta, quando

comparada com a camada

\Y,

Dendritos com orientacao

horizontal

Células  com diversas
orientacoes, mas ha
predominio de  arvore

dendritica com orientacdo

horizontal e multipolar

Células  com diversas
orientacgdes, mas ha
predominio da  arvore
dendritica verticalmente
orientada

Células com diversas
orientacoes, mas ha
predominio da  é&rvore

dendritica verticalmente
orientada

Células com diversas
orientacoes, mas ha
predominio da  arvore

dendritica verticalmente

orientada




63

Figura 10. As arvores dendriticas estendem-se além do compartimento laminar e/ou
tangencial do corpo celular de origem e as células supragranulares apresentam
dendritos com orientacdo horizontal. Reconstrugcdo de um corte coronal (caso R0610)
ilustrando a distribuicdo dos nNADPHd+ em S1 em aumentos progressivos (A, B, C). II-
VI: camadas corticais delimitadas pela diferenca da intensidade de marcacao. Azul:
barris. O neurdnio a (azul escuro) esta localizado em um barril da camada IV, mas
emite um dendrito para a camada lll. Os corpos celulares dos neurdnios “b” (azul claro)
e “c” (vermelho claro) estdo localizados em uma coluna septal, mas possuem
ramificacbes dentro das colunas de barris adjacentes, além de estenderem seus
dendritos nas camadas granular e infragranulares. Dois neurdnios supragranulares
localizados em uma coluna septal (“d”, verde claro) e em uma coluna de barril (“e”,
verde escuro) possuem dendritos “horizontais” que se estendem tangencialmente além
dos seus respectivos compartimentos. Barra de calibragédo = 500 um.
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Figura 11. As células das camadas IV e infragranulares possuem orientacdo mais
vertical. Reconstrucédo de um corte coronal (caso R0610) ilustrando a distribuicdo dos
NNADPHd+ em S1 em aumentos progressivos (A, B, C). IV-VI: camadas corticais
delimitadas pela diferenca da intensidade de marcacdo. Azul: barris. O neurdénio a
(vermelho escuro) esta localizado na camada V em uma coluna de barril e possui sua
arvore dendritica verticalmente orientada. As células “b” e “c” (vermelho claro) estdo
localizadas em uma coluna septal, com suas ramificacdes também verticalizadas. O
neurdnio “c” estende seu dendrito na substancia branca. Os neurdnios “d” e “e”
localizam-se em barris da camada IV e também apresentam a arborizacdo dendritica
verticalmente orientada. Barra de calibragcdo = 500 um.
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Figura 12. As células das camadas granular e infragranulares ndo respeitam os limites
arquitetdnicos de barris e/ou camadas e possuem arborizagdo com orientacao
verticalizada. Reconstrucdo de um corte coronal (caso R0610) ilustrando a distribuicdo
dos nNADPHd+ em S1 em aumentos progressivos (A, B, C). IV-VI: camadas corticais
delimitadas pela diferenca da intensidade de marcagéo. Azul: barris. O neurdnio “a”, “b”
e “c” (azul escuro) estdo localizados na camada granular em barril distintos e possuem
sua arvore dendritica verticalmente orientada. A célula “a” tem alguns dendritos
estendendo para a camada V, porém restringem-se na coluna de barril. A célula “b”
apresenta extensfes dendriticas para as camadas supragranulares, também restritas a
coluna de barril. O nNADPHd+ “d”(azul claro) esté localizado na camada IV em uma
coluna septal. Apresenta ramificacdes dendriticas também verticalizadas e que
estendem aos barris adjacentes. Os neurdnios “e”, “f” e “g” (vermelho escuro) localizam-
se nas camadas infragranulares, na coluna de batrris, e, estendem seus dendritos para
a camada IV. Barra de calibragdo = 500 pm.
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A ro10

Fbe

Figura 13. Os nNADPHd+ parecem apresentar contatos dendriticos. Reconstrugcédo de
um corte coronal (caso R0610) ilustrando a distribuicdo dos nNADPHd+ em S1 em
aumentos progressivos (A, B, C). lI-IV: camadas corticais delimitadas pela diferenca da
intensidade de marcacédo. Barris verdes: PMBSF. Barris azuis: demais subcampos de
barris. As células localizadas nas camadas supragranulares, assim como as células da
camada IV apresentam dendritos que possuem contatos ao longo de sua arvore. I1sso
ocorre entre os neurbnios de todas as camadas e ndo se restringem ao limites de
camadas e/ou colunas corticais, como observado na célula “a” (verde escuro - camada
1) e célula “b” (azul escuro - camada IV). O neurbnio “c” (verde escuro) esta localizado
na camada supragranular e coluna barril; apresenta uma arborizacdo dendritica mais
“horizontalizada” que néo se restringe a coluna de barril. Barra de calibragdo = 500 pm.



67

Figura 14. A arborizacdo dendritica dos neurbnios das camadas supragranulares é
mais horizontal do que os neurdnios das demais camadas. Reconstrugdo de um corte
coronal (caso R0610) ilustrando a distribuicdo dos nNADPHd+ em S1 em aumentos
progressivos (A, B, C). II-V: camadas corticais delimitadas pela diferenca da intensidade
de marcacgdo. Barris verdes: PMBSF. Barris azuis: demais subcampos de barris.
Neurdnio “a” (verde escuro) € um supragranular barril e possui os dendritos com uma
orientagcdo mais horizontal, enquanto o neurdnio “b” (azul escuro), localizado na
camada IV, e, o neurdnio “c” (vermelho escuro) da camada V, também localizados na
coluna de barris, como o neurbnio “a”, apresentam a arvore dendritica verticalmente
orientada. Barris verdes sdo da por¢cdo do PMBSF e azuis os barris dos demais
subcampos. Barra de calibracdo = 500 um.
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1

500 pm

Figura 15.
Representagao
dos nNADPHd+
ao longo de S1.
Recortes de
algumas
seccgoes
mostrando as
diferentes
caracteristicas
dos
NnNADPHd+, ou
seja, as células
nao respeitam
os limites dos

barris e
camadas. As
células
localizadas nas
camadas
granular e
infragranulares
possuem
arvores
dendriticas

verticalizadas.
Barris azuis:
todos 0s
subcampos,
com  excegao
do PMBSF
(barris verdes).
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Figura 16. Fotomicrografia de nNADPHd+ na &rea S1 do caso R0703. A e B: Observa-
se a proximidade dessas células com o vaso sanguineo. Cabeca de seta branca:
NNADPHd+. Cabeca de seta preta: ramificacdo dendritica. Asterisco: vaso. Aumento:

20x.
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4.3 ANALISE QUANTITATIVA DA MORFOLOGIA DOS NEURONIO S NADPH-
DIAFORASE-POSITIVOS

Inicialmente, verificamos se haveria, na area S1, morfotipos de neurbnios
nitridérgicos que pudessem ser distinguidos com base em suas caracteristicas
morfologicas. Uma analise discriminante efetuada com nove parametros morfométricos
(area de corpo celular, form factor, analise fractal, comprimento e volume dendritico,
numero de dendritos de primeira ordem, de nodos e segmentos dendriticos totais), ndo
separou grupos especificos nas 1360 células no caso R0610 (Figura 17).

Realizamos a analise estatistica dos parametros morfométricos separando os
NNADPHd em seis diferentes grupos, de acordo com o compartimento cortical ocupado
pelo corpo celular: supra-granular do barril (SB), supragranular do septo (SS), granular
do barril (GB), granular do septo (GS), infragranular do barril (IB) e infragranular do
septo (I1S) (ver item 3.5 em Materiais e Métodos). Nos casos R0703 e R0704, avaliou-se
também a distribuicdo quantitativa dos neurénios com relacédo a estes compartimentos,
mas nesses casos 0 numero total de secgBes preservadas ndo engloba todo o campo

de barris (Tabela 6).
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Figura 17. Gréfico de disperséo resultante da analise da fungdo discriminante dos 1360
NNADPHd+ do caso R0610. Essa analise foi feita usando nove variaveis morfoldgicas
(area de corpo celular, form factor, analise fractal, comprimento e volume dendritico,
numero de dendritos de primeira ordem, de nodos e segmentos dendriticos totais). Nao
foi possivel separar os seis grupos de células classificados com base nos critérios
citoarquitetonicos.

4.3.1 Medidas de area dos compartimentos de S1 e di  stribuicdo dos nNADPHd+

no campo de barris

A é&rea total de cada compartimento laminar e colunar de S1 foi medida, e a
densidade dos neurénios NADPHd+ nesses compartimentos foi calculada (Figura 18 e

19).



TABELA 6 - QUANTIFICACAO DOS NEURONIOS NADPHd POSITIVOS POR COMPARTIMENTO

72

CASO R0610 R0O703 R0704

TOTAL TOTAL TOTAL
COMPARTIMENTOS BARRIL | SEPTO | LAMINAR | BARRIL SEPTO LAMINAR BARRIL SEPTO LAMINAR
SUPRAGRANULAR — | 331 165 496 103 107 210 115 71 186
SG (37 %) (37 %) (32 %)
GRANULAR — GR 164 69 233 57 86 143 95 56 151

(17 %) (25 %) (26 %)
INFRAGRANULAR — | 430 201 631 115 104 219 167 81 248
IG (46 %) (38 %) (42 %)
TOTAL COLUNAR 925 435 1360 275 297 572 377 208 585

(68%) | (32%) | (100%) | (48%) | (52%) | (100%) | (64%) | (36%) | (100 %)
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Figura 18. Area cortical média ocupada pelos compartimentos laminares (A) e
colunares (B) na area S1 do caso R0610. As camadas infragranulares (IG) e o
compartimento formado pela coluna dos barris representam as maiores fracdes. SG:
compartimento supragranular; GR: compartimento granular e 1G: compartimento

infragranular.
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Figura 19. Densidade (em células por pm?) laminar (A) e colunar (B) dos nNADPHd+
em 24 seccdes do hemisfério direito do caso R0610. As camadas supragranulares
apresentaram a menor densidade celular, mas ndo h& diferenca significativa entre as
camadas granulares e infragranulares. Da mesma forma, a distribuicdo de neurdnios
marcados nas colunas de barril e septo nédo é diferente.
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4.3.2 Avaliacdo da integralidade dos neurénios NAD  PHd+ reconstruidos

Durante o processo de desenho da arvore dendritica no sistema Neurolucida,
realizamos uma observacdo cuidadosa do calibre e do percurso dos dendritos
marcados ao longo da profundidade (eixo z). Uma ramificacdo dendritica que termina
no mesmo corte histoldgico (que esta completa) caracteriza-se por um adelgacamento
gradual e pelo desaparecimento em niveis de profundidade distantes das extremidades
da seccéo histoldgica. Prolongamentos dendriticos cortados, ao contrario, desaparecem
subitamente (ainda espessos) na extremidade da seccao histologica, indicando que ele
se continua em outra seccao adjacente. O sistema Neurollcida permite caracterizar o
final de cada dendrito, permitindo avaliar quao completos se encontravam 0s neuronios
desenhados.

Com o auxilio de rotinas desenvolvidas no programa MATLAB, quantificamos, no
caso R0610 (N = 1360 nNADPHd reconstruidos), a porcentagem de células com
arborizac&do dendritica reconstruida na sua integralidade. Devido a faléncia do sistema
Neurollcida antes da analise final de nossos dados, a marcacdo da integralidade dos
prolongamentos dendriticos so foi possivel para cerca de 834 células. Destas, apenas

17 % foram consideradas incompletas.

4.3.3 Andlise estatistica dos parametros morfométr  icos

Para avaliar se a morfologia celular dos nNADPHd+ reflete a organizagéo
modular andtomo-funcional caracteristica da area S1, comparamos estatisticamente os
diferentes parametros morfométricos. A Figura 20 ilustra exemplos representativos dos

NNADPHd+ localizados nos compartimentos laminares e colunares.
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Figura 20. Representacdo de nNADPHd+ caracteristicos nos diversos compartimentos
laminares e colunares de S1 do rato. A-F) nNADPHd+ supragranulares, sendo A e D:
aumento de 10x; E e F: aumento de 40x. I-L) nNADPHd+ granulares, sendo G e J:
aumento de 10x; H e K: aumento de 40x. O-R) nNADPHd+ infragranulares, sendo M e
P: aumento de 10x; N e Q: aumento de 40x. C, F, I, L, O e R Reconstru¢des dos
diferentes nNADPHd+ no sistema Neurollcida. SB: supragranular barril; SS:
supragranular septo; GB: granular barril; GS: granular septo; IB: infragranular barril; IS:
infragranular septo. Barras de calibragdo: 100 pm em D; 50 umem A, E, G, J, M e P; 20
um em B, H, K, N e Q. Linha continua azul: contorno dos barris e da pia-mater. Quadro
pontilhado azul: regido correspondente as reconstrucdes C, F, I, L, O e R.
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O caso RO0610 foi avaliado quantitativamente por meio de comparacfes
estatisticas entre os seis grupos (SB, SS, GB, GS, IB e IS), entre 0s compartimentos
laminares e colunares que foram definidos com base nos limites citoarquitetdnicos
revelados pela marcacdo ao longo de S1. (ver Materiais e Métodos: itens 3.3.3 e 3.5;
Figura 20).

As Tabelas 7, 8 e 9 recapitulam essas comparacgoes.

TABELA 7 - CASO R0610: COMPARACAO ENTRE OS SEIS GRUPOS

Parametro Morfométrico ANOVA Pos-Hoc - Tukey HSD Test
Valor de P

Dimensao fractal N.S.
Area de corpo celular P = 0,000001 GR >
Campo dendritico P = 0,00006 GS>
Comprimento dendritico P = 0,00002 SB <
NuUmero de dendritos priméarios P =0,05 SS >
Form factor P =0,003 SB=SS>IS
indice de verticalidade P =0,0000001 GB, GS, IB, IS = verticais
Numero de nodos P = 0,0006 IS>SS>SB
NUmero de segmentos N.S.
Volume dendritico P = 0,00001 SBeSS<

Abreviacbes: N.S.: ndo signitivativo; GR: granular; SB: supragranular barril; SS:
supragranular septo; GB: granular barril; GS: granular septo; IB: infragranular barril; IS:
infragranular septo.



TABELA 8 - CASO R0610: COMPARACAO ENTRE AS CAMADAS CORTICAIS
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Parametro Morfométrico ANOVA Pos-Hoc - Tukey HSD Test
Valor de P

Dimensé&o fractal N.S.
Area de corpo celular P =0,000001 GR >
Campo dendritico N.S.
Comprimento dendritico P =0,022 SG>1G
NUm. de dendritos primarios P =0,04 N.S.
Form factor P = 0,005 GR <SG
indice de verticalidade P =0,000001 GR >1G > SG
Numero de nodos P =0,05 N.S
NUmero de segmentos N.S.
Volume dendritico P < 0,00001 GR =1G > SG
Volume do campo dendritico N.S.

(Hull analysis)

Abreviagcbes: N.S.. nao signitivativo; SG: compartimento supragranular;

compartimento supragranular; 1G: compartimento supragranular.

GR:
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TABELA 9 - CASO R0610: COMPARACAO ENTRE COLUNAS DE SEPTO E BARRIL

Parametro Morfométrico ANOVA Pos-Hoc - Tukey HSD Test
Valor de P

Dimensé&o fractal N.S.

Area de corpo celular N.S.
Campo dendritico P =0,00008 Septo > barril
Comprimento dendritico P = 0,00004 Septo > barril
Dendrito primario N.S.
Form factor P =0,05 Barril > Septo
indice de verticalidade N.S.
Numero de nodos P =0,00025 Septo > Barril
NUmero de segmentos P =0,04 Septo > Barril
Volume dendritico N.S.
Volume do campo dendritico P = 0,00008 Septo > Barril
(Hull analysis)

Abreviagdo: N.S.: ndo signitivativo.

No caso R0703, comparamos apenas 0s compartimentos laminares e colunares
para 48 nNADPHd+ reconstruidos.

As Tabelas 10 e 11 recapitulam essas comparacoes.
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TABELA 10 - CASO R0703: COMPARACAO ENTRE AS CAMADAS CORTICAIS

Parametro Morfométrico ANOVA Pos-Hoc - Tukey HSD Test
Valor de P

Dimensé&o fractal N.S.
Area de corpo celular P =0,0001 GR >
Campo dendritico N.S.
Comprimento dendritico N.S.
Dendrito primario N.S.
Form factor P =0,01 GR>IG
indice de verticalidade P = 0,0008 GR>IG > SG
Numero de nodos P = 0,0009 SG >
NUmero de segmentos P =0,001 SG >
Volume dendritico P =0,06 GR =1G > SG
Volume do campo dendritico N.S.

(Hull analysis)

Abreviagdo: N.S.: ndo signitivativo.
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TABELA 11 - CASO R0703: COMPARACAO ENTRE COLUNAS DE BARRIL E SEPTO

Parametro Morfométrico ANOVA Pos-Hoc - Tukey HSD Test

Valor de P
Dimensé&o fractal N.S.
Area de corpo celular N.S.
Campo dendritico N.S.
Comprimento dendritico N.S.
Dendrito primario N.S.
Form factor N.S.
indice de verticalidade N.S.
Numero de nodos N.S.
NUmero de segmentos N.S.
Volume dendritico N.S.
Volume do campo dendritico N.S.
(Hull analysis)

Abreviagdo: N.S.: ndo signitivativo.

Nos itens seguintes, descreveremos as diferencas observadas nas comparacoes
dos principais parametros entre os diversos grupos.

4.3.3.1 Morfologia do corpo celular dos  neurdénios NADPH-diaforase positivos

Os nNADPHd+ localizados na camada IV apresentaram a maior area de corpo
celular, sendo esta diferenca evidente tanto na comparagdo entre 0S seis grupos
guanto na comparacao laminar (Figura 21). Ou seja, até ao analisar apenas as células

localizadas nos barris, os da camada IV (grupo “granular barril”, GB) apresentam a
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maior area. No caso R0703, os neurdnios da camada granular também apresentaram o
maior tamanho de corpo celular (Figura 22).
N&o houve diferenga significativa nas demais comparacdes realizadas no caso

R0610.
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Figura 21. Comparacdo entre os seis grupos (SB, SS, GB, GS, IB e IS) (A), inter-
laminar (B) e inter-colunar da area do corpo celular dos neurénos nitridérgicos no caso
R0610.



83

n
o
=3
8
[=

—— p=0,88

- -
-
e o

& 180

Area de Corpo Celular (pm?)
=]
[=]

Area de Corpo Celul
=
o
e B8 & 8 8

[E1Mean
T +SE

SG GR IG Barril Septo

B [@IMean
I +SE

Figura 22. Comparacéao inter-laminar (A) e inter-colunar (B) da area do corpo celular
dos neurdnos nitridérgicos no caso R0703.

Na sua grande maioria, as células NADPHd+ tinham um formato praticamente
esférico, como indicado pelo valor elevado do “form factor”. No entanto, as células
supragranulares e as da coluna de barris apresentaram um form factor levemente mais
elevado, e, portanto sdo ainda mais esféricos, do que os neurdnios localizados nos
demais compartimentos laminares ou colunares, respectivamente, do animal R0610
(Figura 23).

No caso R0703, os neurbnios infragranulares apresentaram o menor valor de
form factor, e verificamos uma tendéncia - embora néo significativa, devido ao nimero
reduzido de células -, dos neurdnios da coluna de barris também serem mais esféricos

(Figura 24).
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Figura 23. Comparacéao inter-laminar (A) e inter-colunar (B) da forma do corpo celular
dos nNADPHd+ no caso RO 610.
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Figura 24. Comparagéao inter-laminar (A) e inter-colunar (B) da forma do corpo celular
dos nNADPHd+ no caso R0703.

4.3.3.2 Morfologia da arvore dendritica dos n  eurdnios NADPH-diaforase positivos

As diferencas encontradas no que se refere ao tamanho e grau de ramificacdo

das arboriza¢gBes dendriticas foram bem mais claras, pois 0s neurbnios septais tinham
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maiores valores de comprimento, campo dendritico, nimero de nodos e de segmentos

(Figura 25).
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Figura 25. Analise das arvores dendriticas dos nNADPHd+ no caso R0610. A)
Comprimento dendritico. B) Volume do campo dendritico. C) Numero de nodos. D)

Numero de segmentos.

No caso R0703 ndo encontramos diferencas significativas entre os parametros

morfométricos relacionados com a arborizagdo dendritica, mas verificamos uma

tendéncia dos neurdnios septais serem maiores (Figura 26).
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Figura 26. Analise das arvores dendriticas dos nNADPHd+ no caso R0703. A)
Comprimento dendritico. B) Volume do campo dendritico. C) Numero de nodos. D)
Numero de segmentos.

4.3.3.3 Orientagdo da arvore dendritica dos n

eurdnios NADPH-diaforase positivos

A maioria dos nNADPHd+ da area S1 do animal R0610 apresentou uma arvore

dendritica verticalmente orientada, ou seja, com indice de verticalidade entre 0,66 e 1

(ver Tabela 2,

item 3.4.c). A populacdo restante englobou neurénios multipolares e

horizontalizados (Figura 27). Além disso, ao analisar a ocorréncia desses subtipos

celulares nos diferentes compartimentos laminares foi observado que:
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a) nas camadas supragranulares (SG), encontram-se os trés subtipos de nNADPHd+
em proporcdes quase iguais, sendo 33 % horizontais, 30 % multipolares e 38 %
verticais;

b) na camada IV (GR) e nas camadas infragranulares (IG), ha uma prevaléncia de
células com a arborizacdo dendritica verticalizada. No compartimento GR, 12 % das
células séo horizontais, 18 % multipolares e 70 % verticais. No compartimento IG, 15 %
das células sdo horizontais, 24 % multipolares e 61 % de neurdnios séo verticalizados
(Figura 28).

Na avaliagcdo do caso R0703, onde apenas 48 células foram reconstruidas,
verificou-se que a maior parte dessas ceélulas (44 %) também apresentou a arvore
dendritica verticalmente orientada. As células multipolares correspondem a 33 % e as
horizontais 23 % dessa populacéo celular. Ou seja, mesmo com um numero limitado de

células, o padréo de orientacdo da arborizacdo dendritica se manteve (Figura 29).
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Figura 27. Analise da orientacdo da arborizacdo dendritica dos nNADPHd+ do caso
R0610. O indice de verticalidade foi avaliado com relacdo aos seis grupos celulares
(SB, SS, GB, GS, IB e IS) demonstrando com isso a prevaléncia das células verticais
nas camadas granular e infragranulares. Linhas pontilhadas pretas: indicam o valor
limitrofe que separa os grupos celulares, sendo verticais (acima de 0,66), multipolares
(entre 0,33 e 0,65) e horizontais (abaixo de 0,32).
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Figura 28. Distribuicdo dos subtipos de nNADPHd+, quanto a orientacdo dendritca, no
caso R0610. Nota-se que as células horizontais e multipolares séo relativamente mais
numerosas nas camadas supragranulares (SG) em comparagdo com o0s demais
compartimentos laminares.

p = 0,0008
08
D
< 07
@
B
= 0,6
0
£ 05
D
::_,' 0,4
-
@ 03
2
E 0,2
i @EIMean
T 1SE

0,0
SG GR IG

Figura 29. Analise laminar da orientacdo da arborizacdo dendritica (indice de
verticalidade) dos nNADPHd+ no caso R0703.

Como encontramos uma grande maioria de neurdnios verticais, avaliamos a
seqguir a direcdo das arvores dos nNADPHd+ verticais , através do calculo do indice de

direcionalidade (ver item 2.4 em Material e Métodos). Observamos que 68,4 % das
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células verticalizadas do hemisfério R0610 eram do tipo duplo-tufo e/ou bipolar (ver item
1). Essas células predominavam nas camadas infragranulares (36 %), onde a maior
parte das células era verticalizada. Nas camadas supragranulares, 16,5 % eram ceélulas
em duplo-tufo e / ou bipolares e na camada IV essa populagéo correspondeu a 15,7 %.
As células que apresentavam a arborizacdo dendritica voltada para a substancia branca
corresponderam a 22,3 %, sendo que a maior parte destas distribui-se ao longo das
camadas infragranulares (11,44 %). A outra parte encontrou-se em propor¢cdes quase
iguais entre as camadas supragranulares (5,2 %) e granular (5,6 %). As células que
apresentavam uma tendéncia da arvore dendritica estar voltada para a pia-mater
corresponderam a 9,3 % das células verticais. Essas eram menos frequentes na
camada IV (1,3 %) e distribuiram-se de forma quase igual entre as camadas
supragranulares (3,6 %) e infragranulares (4,3 %) (Figura 30).

O mesmo padrao foi observado na andlise das 48 células do caso R0703, no
qual a maioria das células também era verticalmente orientada (44 %). Dentre as
células verticalizadas desse caso, 52 % eram duplo-tufo e/ou bipolares; 43 %
apresentavam a arborizacdo dendritica orientada para a substancia branca e apenas 5

% das células verticais tinham seus dendritos voltados para a pia-mater.
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Figura 30. indice de direcionalidade das arvores dendriticas dos (N = 743) nNADPHd+
verticais no caso R0610. De todas as células verticalizadas, a maioria sédo células em
duplo-tufo e/ou bipolares. SG: compartimento supragranular; GR: compartimento
granular; IG: compartimento infragranular.

Os neurdnios nitridérgicos se diferenciam quanto a exuberéncia da sua
arborizacdo dendritica, a qual ndo parece respeitar os limites de barris e camadas, e,
independente da posi¢cdo laminar, as ceélulas tendem a ser mais ramificadas nas
colunas dos septos do que nas dos barris. Além disso, os nNADPHd+ apresentam sua
arborizacdo dendritica verticalmente orientada, principalmente nas camadas granular e
infragranulares, como observado no caso R0610, no qual todos os neurdnios da area
S1 foram reconstruidos, e no caso RO0703, que mesmo com apenas 48 células

reconstruidas esse padrdo de orientacdo dendritica foi observado.
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5 DISCUSSAO

5.1 Consideracdes metodoldgicas: avaliagdo dos cas  0s R0610 e R0703

Esse trabalho englobou a avaliacdo quantitativa de S1 de dois hemisférios
provenientes de dois ratos distintos (R0610 e R0703). No caso R0610, realizamos uma
reconstrucdo completa de todos os “1360” neurbnios NADPHd+ de S1. Ja no caso
R0O703, apenas 48 células nitridérgicas puderam ser reconstruidas. Devido ao numero
reduzido de células analisadas no caso R0703 a comparacao quantitativa com o caso
R0610 ficou prejudicada.

A atividade de fundo do tecido (background da reac&o) apresentou certa variacdo
entre os dois casos analisados. No caso R0610 a atividade de fundo foi bem mais alta
do que no caso RO703 (cf Figura 9). Porém, ap0s avaliacdo de todo o material,
observamos que esse fator ndo afetou a caracterizacdo morfolégica dos nNADPHd+.

O sucesso do protocolo histoquimico em revelar a distribuicdo da ONS € devido
a acdo de fixadores, em especial o paraformaldeido, que inativam a grande maioria das
diaforases presentes na célula nervosa, mantendo, contudo, a atividade diaforasica da
ONS (MATSUMOTO et al., 1993). Além da intensidade da fixagédo do tecido, outro fator
gue afeta a marcacédo histoquimica € o tempo de incubacado na solucédo de reacdo. Em
ambos os hemisférios quantificados, o fixador usado foi o paraformaldeido a 4 % e os
cortes foram incubados na solucdo de revelacdo sob agitacdo suave numa estufa
mantida a 37 C. A monitorizagdo da reacdo era feita a cada 20 minutos e o que
determinava o fim da mesma era o aparecimento de neurbnios com toda a arvore
dendritica marcada e uma marcacdo de neurdpila intensa o suficiente para se
discriminar os barris da camada IV. Logo, o tempo total de reacédo podia variar entre 0s

casos. Devido ao grande numero de variaveis envolvidas (intensidade da fixacao,
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tempo de reacdo, etc), e dificil determinar o real motivo da variagdo na atividade de
fundo nos diferentes casos. Uma possibilidade seria diferencas na qualidade da
perfusdo, mas o volume das solucdes utilizadas e o tempo de perfusdo foram
praticamente iguais.

No entanto, apesar dessa diferenca na atividade de fundo do tecido, a avaliacdo
guantitativa dos parametros morfométricos das 48 células do caso R0O703 parece

corroborar as observacdes realizadas no animal R0610.

5.2 Distribui¢do dos neurdnios NADPH-diaforase pos  itivos

Trabalhos realizados em diferentes espécies de mamiferos (FRANCA et al.,
2000, no marsupial, rato e primata; KUCHIIWA et al.,, 1994, no gato; WIENCKEN &
CASAGRANDE, 2000; FRANCA et al.,, 1997; DOMBROWSKI & BARBAS, 1996;
SANDELL, 1986, no macaco, GARBOSSA et al. 2005; SMILEY et al., 1998; LUTH et
al., 1994, em humanos) revelam que, com relacao a distribuicdo laminar, os neurdnios
nitridérgicos no cortex cerebral estdo em maior nimero nas camadas infragranulares,
guando comparados com as camadas supragranulares.

Na érea S1 do rato, FRANCA et al. (2000) e FREIRE et al. (2004) reportaram
gue as camadas infragranulares apresentam o maior numero de nNADPHd+,
principalmente na borda entre a camada VI e a substancia branca. Nas camadas
supragranulares se encontra um numero menor de células. Na analise laminar do
nosso trabalho verificamos que o numero de nNADPHd+ ao longo da area S1 do rato
também é menor nas camadas supragranulares, mas tendem a se concentrar nas
camadas granular e infragranulares, ao contrario dos estudos anteriores, onde o maior
numero de células esta apenas nas camadas infragranulares (ver Figura 19). Apesar
de ndo termos encontrado diferencas no nimero de células entre as camadas IV e V-

VI, a metodologia usada nesse estudo é diferente da que foi aplicada nos trabalhos
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anteriores, ou seja, nesse estudo a quantificacdo laminar foi realizada em toda a area
S1 e no plano coronal, enquanto nos estudos anteriores, a analise foi feita no plano
tangencial (ver a seguir).

No nosso estudo, embora também tenhamos examinado qualitativamente os
NNADPHd de S1 em cortes tangenciais, nossa quantificacdo foi feita apenas em
animais que tiveram seus hemisférios cerebrais processados no plano coronal. No
plano coronal, a delimitacdo da borda dos barris € mais dificil, possivelmente devido a
impossibilidade de se visualizar o padrao completo de distribuicdo espacial dos barris
em fileiras que refletem as fileiras de vibrissas no focinho do animal. No entanto,
optamos em fazer a quantificacdo no plano coronal, porque tinhamos interesse em
avaliar a distribuicdo laminar, além da colunar. Isso permitiu, também, revelar uma
organizacao “vertical” - ou colunar - dos dendritos dos nNADPHd+, cuja arborizacéo
poderia ter sido cortada no plano perpendicular.

VALTSCHANOFF et al. (1993), FRANCA & VOLCHAN (1995) e FREIRE et al.
(2004) encontraram um predominio de nNADPHd+ localizados nos septos, quando
comparados com os barris ao avaliar a distribuicdo tangencial dos nNADPHd+ na
camada IV do PMBSF do rato. Neste sentido, nossos dados s&do aparentemente
divergentes (item 4.3.1), possivelmente devido ao fato de que esses estudos
supracitados restringiram a avaliacdo a regido do PMBSF, objetivando apenas uma
comparacao entre barril e septo. No nosso trabalho realizamos a avaliagao quantitativa
da distribuicdo e morfologia de todos os neur6nios nitridérgicos ao longo de todos os
subcampos de barris e das camadas corticais em toda a extensdo da area
somatossensorial primaria (S1). Nao encontramos diferencas com significancia
estatistica com relagdo ao numero de neurbnios localizados nos barris e septos,
considerando toda a coluna cortical, € ndo apenas a camada IV.

Além disso, como utilizamos secclOes espessas, € possivel que, ao longo da

espessura de uma dada seccao, barris e septos se superponham, e que a reatividade
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aumentada da regido de barril nos tenha levado a classificar tal regido como sendo
“pbarril”. Assim, no caso dos cortes coronais espessos, uma célula septal pode parecer
estar dentro do barril, devido a superposicdo do padrdo de neurdpila ao longo da
espessura do corte. Ou seja, acreditamos na possibilidade de estar superestimando o
namero de células dos barris, 0 que explicaria o fato de ndo termos encontrado
diferencas com relacdo ao numero de células entre as colunas de barris e septo, ao
contrério do que foi reportado para o rato, no plano tangencial, por VALTSCHANOFF et
al. (1993), FRANCA & VOLCHAN (1995) e FREIRE et al. (2004). Tal possibilidade
parece ser corroborada pelo fato de termos encontrado o tamanho da é&rea do
compartimento de batrril significativamente maior do que o do septo (ver Figura 18).
Trabalhos anteriores relatam n&o haver diferengcas entre a area dos dois
compartimentos (FRANCA, 1999; FREIRE et al,. 2004).

Realizamos também uma andlise da distribuicdo dos nNADPHd+ restrita ao
PMBSF, comparando a densidade entre barris e septo. Entretanto, continuamos né&o
encontrando diferencas com significancia estatistica na densidade de nNADPH-d+ nos
barris e nos septos. Contudo, para fazermos uma avaliagdo mais criteriosa, €
imprescindivel uma reconstrugdo tangencial dos cortes coronais no sistema
Neuroltcida. No momento, estamos instalando um novo sistema que permitira tal

reconstrucdo em analises adicionais.

5.3 Andlise da morfologia dos neurdnios NADPH-diafo  rase positivos

5.3.1 Corpo celular

Os corpos celulares dos nNADPHd+ foram avaliados com relacdo a area e a

forma (form factor).
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FREIRE et al. (2005) reportaram a medida da area do corpo celular dos
NNADPHd+ no coOrtex somatossensorial primario, em especial no PMBSF do
camundongo. Nesse estudo, verificaram a area média desses neurbnios nos barris
(103,2 pm? e no septo (105,3 pum?), afirmando ndo existir diferencas entre os
NNADPHd+ desses dois compartimentos, com relagdo a esse parametro.

No presente trabalho, os nNADPHd+ localizados na camada granular
apresentaram maior area de corpo celular do que as demais camadas, sendo que a
média da area de corpo celular em todo o S1 foi de 125 pm®. Ao avaliar a coluna de
barris e de septo separadamente, ndo encontramos diferencas com significancia
estatistica (ver item 4.3.3.1): Dessa forma, os neurdnios nitridérgicos de S1 do rato
também ndo apresentaram diferencas com relacao aos neurdnios da coluna de septo e
barril, como observado no PMBSF do camundongo (FREIRE et al., 2005), apesar da
area do corpo celular ser, na média, um pouco maior que no camundongo. Com a
implantacdo do novo sistema Neurolicida em nosso laboratério, poderemos realizar
medidas tridimensionais, ou seja, volumétricas, dos corpos celulares. Essa medida é
mais relevante e menos dependente do plano no qual é feita a analise.

A marcacgdo obtida com a histoquimica para NADPHd corresponde a presenca
da enzima de sintese do ON (DAWSON, et al., 1991) e os nNADPHd+ do tipo | podem
ser considerados como fontes potenciais desse gas, inclusive os corpos celulares.
Assim, as regibes que apresentassem nNADPHd+ com corpos celulares maiores,
poderiam ser fontes de maior liberagdo de ON; o que, segundo nossos dados,
corresponderia a camada IV de S1 como um todo, sendo as regifes de septo e barril
semelhantes neste quesito.

No entanto, na camada IV, a neuroOpila reativa permite a delimitacdo dos dois
dominios arquitetbnicos, barris e os septos. Os barris apresentam maior intensidade de
marcacgdo, e a neurodpila reativa também é considerada como uma possivel fonte de

ON. FREIRE et al. (2004 e 2005) sugeriram que o maior nimero de neurbnios na
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coluna de septo, como descrito por esse grupo e por VALTSCHANOFF et al. (1993) e
FRANCA & VOLCHAN (1995), poderia funcionar como um sistema compensatorio no
fornecimento de ON. No nosso estudo, ndo encontramos diferencas significativas com
relacdo ao numero de neurbnios (ver item 5.2), apesar de, no compartimento septal,
apresentarem uma arborizacdo dendritica maior (a seguir item 5.3.2).

A forma do corpo celular € expressa por valores numeéricos que variam de “0” a
“1”, sendo que, quanto mais proximo de “0”, menos esférico € o corpo celular. A
avaliacdo da forma do corpo celular realizada no caso R0610 revelou que as células
das camadas supragranulares apresentaram o maior valor; enquanto que, no caso
R0703, ndo houve diferencas entre as camadas supragranulares e granular, ou seja, as
células mais esféricas ndo se restringiram as camadas supragranulares. Entretanto, em
ambos os casos, considerando toda a populacdo de nNADPHd+ reconstruidos o valor
médio de form factor foi 0,81, revelando que, em geral os nNADPHd+ possuem corpos

celulares esféricos.

5.3.2 Arborizagéo dendritica

Dentre os oito parAmetros morfométricos relacionados a arborizacdo dendritica,
em ambos os casos analisados (R0610 e R0703), o comprimento, o nimero de nodos,
0 numero de segmentos e o0 volume do campo dendritico dos neurbnios nitridérgicos
apresentaram diferencas com significAncia estatistica na comparacdo entre 0s
compartimentos colunares (barril versus septo). Nesta avaliacdo, 0s neurdnios
localizados na coluna septal apresentaram maiores valores dos parametros
morfométricos supracitados, do que os localizados nos barris. Esses dados corroboram
os achados de FREIRE et al. (2005) que, utilizando medidas de campo dendritico e de
dimensao fractal, demonstraram que os nNADPHd+ da coluna do septo sao realmente

maiores no PMBSF; porém o modelo experimental usado foi o camundongo.
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No entanto, no estudo de FREIRE et al. (2005) os nNADPHd+ foram escolhidos (
N = 30 neurbnios no barril e 30 no septo). Para isso, o principal critério para a escolha
das células foi a apresentacdo de arborizacdo dendritica completa. No nosso estudo, a
avaliacao incluiu todos os nNADPHd+ do tipo 1 de S1.

No presente estudo, também fizemos a medida da dimenséo fractal, mas por um
método diferente do que foi usado por FREIRE et al. (2005). Esse parametro pode ser
usado para quantificar a complexidade da arvore dendritica e medir como as
ramificacbes dendriticas preenchem a totalidade do campo dendritico. Em geral, a
dimensado fractal de uma estrutura biologica, aumenta em valor de acordo com o
aumento da sua complexidade estrutural (FERNANDEZ & JELINEK, 2001).

O meétodo fornecido pelo Neuroexplorer para calcular a dimenséo fractal € o box
counting, que pode ser usado em estruturas bioldgicas bidimensionais (2D) e
tridimensionais (3D) (CASERTA et al. 1995). Diferente disso, FREIRE et al. (2005)
usaram o método de dilatacdo para calcular a dimensao fractal 2D da arvore dendritica
dos NNADPHd. Segundo FERNANDEZ & JELINEK (2001), embora todos os métodos
de andlise fractal estejam verificando a relacdo da medida de um objeto com a sua
distribuicdo espacial, nem sempre os resultados s&o os mesmos. Em fungéo disso, a
utilizacdo de métodos diferentes limita a comparacdo dos valores obtidos pela analise
fractal, mesmo que em uma populacao celular de classe similar.

Segundo FREIRE et al. (2005) os valores de dimenséo fractal para o campo
dendritico dos nNADPHd+ no PMBSF do camundongo diferiram significativamente
entre os neurdnios septais (1,154) e intrabarris (1,096). No presente estudo, ao
contrario do que foi descrito para o camundongo, ndo foi encontrado diferengas com
significancia estatistica entre os neurdnios nitridérgicos localizados na coluna de barris

e de septo, com relacédo a esse parametro (ver item 4.3.3).



98

5.3.3 Orientagéo da arvore dendritica dos nNAPDHd+ e 0s circuitos corticais

A arvore dendritica de boa parte dos nNADPHd+ apresentou uma orientacao
predominantemente vertical, sendo essa tendéncia mais clara nas camadas granular e
infragranulares. Nas camadas supragranulares, 36% dos nNADPHd eram verticais,
31% multipolares e 33% horizontais. Em relacdo a orientagcdo dendritica, nao
encontramos diferencas significativas na comparacdo entre os nNADPHd+ localizados
nas colunas de barril e de septos. A maioria das células com orientacdo dendritica
vertical era em duplo-tufo e/ou bipolar (ver item 1), ou seja, com arborizacdo dendritica
se estendendo nas duas direcdes.

A correlacdo entre organizacdo morfolégica e funcional do cortex cerebral € de
prima importancia para entender a logica dos circuitos corticais. Estudos pioneiros de
CAMPBELL (1905) e BOLTON (1910) observaram, no encéfalo de pacientes ou de
animais experimentais, que as camadas corticais superficiais possuem principalmente
funcbes receptivas e associativas, enquanto as camadas mais profundas tém saidas
corticofugais e comissurais. RAMON Y CAJAL (1911) por meio da técnica de Golgi
sugeriu que as projecdes dos neurdnios corticais sdo especificas para cada lamina.

GILBERT & WIESEL (1983) forneceram uma das primeiras interpretacdes
funcionais com base na descricdo de um circuito anatdmico. Associando registro
intracelular e reconstrucdo celular no coértex visual de gatos, eles sugeriram um circuito
geral de processamento, que pode ser resumido assim: os inputs talamicos chegam a
camada 1V, as células excitatérias dessa camada projetam para as camadas
supragranulares, que entdo projetam para a camada V (infragranular), que depois
projeta para a VI, que, por sua vez, fecha uma algca do circuito com as projecdes
recorrentes para a camada IV. As células lisas, presumivelmente inibitorias, ndo foram
incluidas nessa descricdo, mas esses autores reportaram que eram tipos celulares com

arborizacdo local, restrito as suas proprias camadas.
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O circuito de processamento das células excitatorias no cortex de barris do rato
foi assunto de abundantes estudos. Segundo SCHUBERT et al. (2001, 2003 e 2006) os
tipos de células excitatérias e sua localizagdo laminar séo varidveis essenciais de um
circuito candénico (DOUGLAS & MARTIN, 2004). Assim, as células estreladas
espinhosas da camada IV apresentam um campo de conectividade amplo, porém
restrito a propria camada e coluna de barril de origem. As células ndo-piramidais e as
piramidais estreladas da camada IV recebem inputs intracorticais verticais de todas as
camadas de uma mesma coluna (o barril de origem) e podem apresentar interacao
horizontal com os barris vizinhos. Nas camadas supragranulares, as células piramidais
apresentam dendritos horizontais que recebem inputs inibitérios e excitatorios.
FELDMEYER et al. (2002) reportaram que a fonte predominante de inputs excitatorios
para todos os neurdnios piramidais das camadas supragranulares é proveniente da
camada IV do barril de origem e, segundo SCHUBERT et al. (2006), as células dessas
camadas recebem também inputs da camada 5A, sendo que tanto do barril de origem
guanto que dos barris vizinhos. Esses autores sugeriram que essas células se
organizam segundo o microcircuito colunar canénico definido por DOUGLAS & MARTIN
(2004) (ver a seguir); mas, dependendo do tipo e da localizagcdo celular, podem
participar da integracao transcolunar e translaminar da informacéo cortical.

DOUGLAS & MARTIN (2004) sugeriram um modelo para a via de processamento
de sinal sensorial no cértex cerebral, a qual possui neurénios piramidais localizados nas
camadas superficiais, que recebem inputs talamicos, sendo alguns pré-processados na
camada V. Esses inputs sdo processados pelos dendritos dos neurdnios piramidais,
cujas propriedades podem ser ajustadas pelo padrdo de inputs verticais dos neurdnios
lisos ou interneurénios. Os outputs das células piramidais sdo também influenciados
pelas células lisas horizontais que formam uma rede seletiva. Assim, 0os neurénios
piramidais das camadas superficiais atuam como integradores e participam de parte da

selecdo das informacgdes descendentes. As células piramidais da camada V, por sua
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vez, também atuam na parte seletiva do output dos circuitos corticais, e, no
direcionamento da informacao para as estruturas subcorticais.

Assim, com base na analise morfolégica dos nNADPHd+ realizada por meio da
descricdo dos diferentes parametros morfométricos abordados nesse estudo, esse tipo
celular parece apresentar caracteristicas que se correlacionam com o circuito candnico
proposto para o processamento cortical (DOUGLAS & MARTIN 2004). O padréo de
distribuicdo da arvore dendritica dos neurdnios nitridérgicos parece refletir o circuito
descrito para as células excitatorias do cortex de barril. A nossa avaliacdo laminar
revelou que na camada I, as poucas células presentes tinham dendritos com uma
orientac&o tangencial a superficie pial. Nas camadas Il e lll, as células eram horizontais,
multipolares e/ou verticais na mesma propor¢cao, ou seja, apresentavam dendritos em
diversas orientacdes. Na camada IV, era muito clara a presenca de células com a
arvore dendritica verticalmente orientada em comparagcdo as demais camadas, assim
como nas camadas V e VI.

Dessa forma, a distribuicdo da arvore dendritica dos nNADPHd+ ao longo das
camadas corticais poderia favorecer a interagdo dos mesmos com outros tipos celulares
e, com isso contribuir para o processamento da informagao sensorial relacionada com o
tato em S1. Ao idealizarmos um “modelo” do circuito dos neurénios NADPH-d+ no
cortex teriamos células distribuidas em todas as camadas, sendo que nas
supragranulares, a maioria dos neurbnios € multipolar ou horizontal. Na camada 1V,
regido receptiva aonde a informacao proveniente de outras regides chega inicialmente,
0s neurdnios sdo predominantemente verticais; em seguida essas informacdes sao
direcionadas para as camadas supragranulares. As camadas infragranulares remetem a
informacdo processada no cortex para as regides subcorticais. A maioria dos
NNADPHd+ das camadas infragranulares, assim como os da camada IV, apresenta
arborizagdo dendritica verticalizada. Além disso, independente da camada cortical, 0os

NNADPHd+ sdo maiores nas colunas septais do que na coluna de barris (Figura 33).
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Isso foi atribuido por FREIRE et al. (2004 e 2005), no PMBSF, como sendo um sistema
compensatorio de fornecimento de ON, associado com o maior numero de células
encontrado na regido de septo, visto que na camada IV observa-se uma diferenca clara
com relacdo a atividade de fundo, ou seja, alta nos barris e baixa nos septos. No nosso
estudo, isso nao explicaria o fato de termos nNADPHd+ maiores em toda a coluna de
septo, pois ndo temos diferenca na atividade de fundo entre os compartimentos
colunares, nas camadas supragranulares e infragranulares. Essa diferenca observada
com relacdo ao padrdo de distribuicdo da arvore dendritica pode ser correlacionada
com a compartimentalizagcdo do processamento cortical. De fato, nossos dados
sugerem que 0s microcircuitos corticais nitridérgicos adaptam sua organiza¢ao espacial
de acordo com a dindmica do processamento realizado em cada regido. Entretanto,
esse modelo ndo € absoluto, visto que nNADPHd+ localizados nas camadas
supragranulares também apresentam dendritos com orientacdo vertical, assim como 0s
neurdnios das camadas infragranulares apresentam orientag&o horizontal e multipolar.

Este € o primeiro trabalho quantitativo realizado com os nNADPHd+ no plano

coronal, incluindo todos os subcampos de barris que compdem S1 do rato.
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Figura 31. Modelo do circuito dos neurénios NADPHd+ observado neste estudo. O
padrdo de distribuicAo dos dendritos desses neurdnios é diferente dependendo da
localizagdo laminar do corpo celular (supragranulares: multipolares e horizontais;
granular e infragranulares: verticais). Os neurdnios ao longo de toda a coluna septal séo
mais ramificados. Os nNADPHd+ representados nessa figura refere a neurdnios reais
do caso R0610. SG: compartimento supragranular; GR: compartimento granular; IG:
compartimento infragranular.

5.4 Os neurénios NADPH-d+ e as possiveis implicagcde s funcionais do ON

Existe evidéncia que o ON esta envolvido na regulacdo do fluxo sanguineo
cortical. Segundo IADECOLA (1993), a difusdo do ON sintetizado por neurdnios
nitridérgicos ativos pode levar a vasodilatacdo local, sugerindo que a liberacdo dessa
molécula provoque o aumento do fluxo sangiiineo na microcirculacdo local durante a
ativacdo neural. ESTRADA & DEFELIPE (1998) também sugerem que a producéo local

de ON pelos neurénios do tipo | causaria vasodilatacdo na regido, enquanto, a0 mesmo
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tempo, os axdnios dessas células restringiriam esse efeito provocando vasoconstricdo a
distancia. Esses autores demonstraram uma colocalizacdo da ONS com o
neuropeptideo Y, um neuromodulador com ac&o vasoconstritora.

Outra evidéncia de que o ON modula a microvasculatura cerebral provém do fato
de que uma das isoformas da ONS esta presente nas células endoteliais (BREDT et al.,
1991). No presente estudo, observamos, apos histoquimica para NADPHd, um padréo
de marcacao caracteristico ao longo da rede de vasos sanguineos cerebrais que pode
ser devido a atividade da ONS endotelial (ver Figura 16).

Durante o processo de reconstrucdo dos nNADPHd+, observamos com
frequéncia que essas células distribuiam-se ao redor dos vasos ou apresentavam
alguns dendritos proximos aos mesmos. Apesar disso, uma avaliacdo quantitativa desta
relacdo espacial ainda nado foi realizada, mas acreditamos ser esta de grande
importancia para entender o envolvimento dos neurdnios nitridérgicos no circuito de
processamento da informacdo sensorial no cortex e por isso constitui uma das
perspectivas futuras desse estudo.

Na avaliagdo qualitativa da arborizacdo dendritica dos nNADPHd+ observamos
também que prolongamentos de células vizinhas pareciam fazer contatos entre si.
FUKUDA et al. (2006) reportaram que o0s neurdnios GABAérgicos parvalbumina-
positivos localizados nas camadas Il/1ll do cértex visual do gato formam redes por meio
de jun¢cBes comunicantes do tipo gap, ao longo de seus dendritos. A0 comparar essas
redes neuronais com as colunas de orientacdo nessa regido do cortex, esses autores
verificaram que as células parvalbumina-positivas distribuem-se aleatoriamente
sobrepondo e/ou cobrindo diferentes colunas de orientacdo. As células nitridérgicas sao
inibitérias como as parvalbumina-positivas e parte delas também expressam outras
proteinas ligadoras de Ca®* (KUBOTA & KAWAGUCHI, 1994; YAN & GAREY, 1997). E

possivel que os contatos dendriticos correspondam a pontos de comunicacao entre os
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NNADPHd+, que estariam modulando o funcionamento dos neurbnios no

processamento da informacéo tatil ao longo de S1 e o aporte sanguineo local.
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6 CONCLUSOES

Os neuroénios nitridérgicos presentes no cortex somatossensorial priméario do rato
adulto se dispéem ao longo de todas as camadas e colunas, embora tendam a se
concentrar nas camadas granular e infragranulares, sem apresentar preferéncia por um
compartimento colunar.

Ha um predominio de nNADPHd+ com arborizacdo dendritica orientada
verticalmente, principalmente nas camadas granular e infragranulares. A maioria desses
NNADPHd+ s&o células bipolares e / ou em duplo-tufo.

Os nNADPHd+ localizados nas colunas septais sao mais ramificados e possuem
um campo dendritico com maior extensao, quando comparados com 0s neurénios dos
barris. Em ambos o0s casos, a arborizacdo dendritica n&do respeita os limites
arquitetbnicos de barris e/ou camadas corticais. Além disso, independente do
compartimento em que esses neurdnios se localizam, células vizinhas parecem fazer

contatos entre si ao longo de suas ramificacdes dendriticas.
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