SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA CELULAR

ESTIMATIVA DO NUMERO DE ASTROCITOS E DE REDES PERINEURONAIS DE
CA1, CA2, CA3 DO MACACO PREGO (Cebus apella) UTILIZANDO O
FRACIONADOR OPTICO.

MAYRA HERMINIA SIMOES HAMAD FARIAS DO COUTO

Belém
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



MAYRA HERMINIA SIMOES HAMAD FARIAS DO COUTO

ESTIMATIVA DO NUMERO DE ASTROCITOS E DE REDES PERINEURONAIS DE
CAlL, CA2, CA3 DO MACACO PREGO (Cebus apella) UTILIZANDO O
FRACIONADOR OPTICO.

Dissertacdo apresentada ao programa de Poés-
Graduacdo em Neurociéncias e Biologia
Celular do Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Par4, como requisito
para obtencdo do grau de Mestre em
Neurociéncias e Biologia Celular.

Area de concentracio em Neurociéncias

Orientador: Prof. Dr. Cristovam Wanderley
Picanco Diniz.

Belém
2010



MAYRA HERMINIA SIMOES HAMAD FARIAS DO COUTO

ESTIMATIVA DO NUMERO DE ASTROCITOS E DE REDES PERINEURONAIS DE
CA1, CA2, CA3 DO MACACO PREGO (Cebus apella) UTILIZANDO O
FRACIONADOR OPTICO.

Dissertagdo apresentada ao programa de Poés-
Graduacdo em Neurociéncias e Biologia Celular,
do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal do Par4, como Requisito para a Obtencéo
do Grau de Mestre em Neurociéncias e Biologia
Celular.

Defendido e aprovado em: / /
Conceito:
Banca examinadora:

Orientador: Prof. Dr. Cristovam W. Picango Diniz
Universidade Federal do Para

Profé. Dra. Lucidia Fonseca Santiago
Universidade Federal do Para (UFPA)

Prof. Dra. Emiliana Guerra da Rocha
Universidade Federal do Para (UFPA)



Dedico este trabalho cientifico a minha
filha Mayte, meu marido Marcelo e
minha mae Alda, pelo amor, incentivo e
compreensao.



AGRADECIMENTO

Agradeco a Deus pela vida e forgca nas etapas dessa jornada. Agradeco a
todos que me auxiliaram e incentivaram, estando presentes nessa caminhada,
principalmente ao meu orientador Prof. Dr. Cristovam Wanderley Picanco-Diniz, um
exemplo de sabedoria, que inspira a todos que cruzam seu caminho com enorme
conhecimento e vivéncia, tendo paciéncia e dando oportunidade aqueles que téo
pouco sabem e tanto almejam por conhecimento. Agradeco a pessoas
indispensaveis no inicio desse trabalho como Carlos Santos, Renata Reis, Roseane
Oliveira, Jodo Bento, Marina Almeida e Lane, bem como aos meus colegas de
trabalho do Laborat6rio de Neurodegeneracao e Infecgdo, pela troca de experiéncia
e apoio.

Agradeco a realizacdo desse trabalho também pela oportunidade de
encontrar uma amiga verdadeira, Roberta Bentes, que ao longo dos percalcos,
sempre foi bem mais que meu ombro amigo, uma pessoa especial de um grande
coragao, sendo uma companheira que espero guardar para toda a vida.

A minha filha Mayte, que mesmo sem saber, foi uma grande incentivadora. Ao
meu marido Marcelo, pelas noites de compreensdo com minha auséncia e apoio
incontestavel. A minha méae Alda, pelo amor infinito e dedicacédo absoluta. E a todos
que participaram direta e indiretamente dessa conquista, minha irma Mayara, meu

pai Jodo Jorge e a familia de meu marido.



RESUMO

Investigacbes anatdbmicas usando métodos estereoldgicos para quantificar
astrocitos e redes perineuronais no hipocampo de primatas do Novo Mundo n&o
estdo disponiveis. O objetivo do presente trabalho é quantificar a distribuicdo laminar
dos astrécitos e das redes perineuronais em CAl, CA2 e CA3 do Cebus apella por
método sem viés baseado em estereologia. Os animais foram sacrificados e
perfundidos com fixadores aldeidicos e tiveram seus cérebros cortados serialmente,
paralelo ao plano coronal. Sec¢fes alternadas foram imunoreagidas para a proteina
fibrilar acida glial (GFAP) ou reagidas para deteccdo histoquimica dos sitios de
ligacdo da lectina Wisteria floribunda biotinilada e contracoradas pelo cresil violeta.
Empregamos o método do fracionador Optico para estimar o numero de astrécitos e
de redes perineuronais do hipocampo do macaco prego. A andlise das estimativas
dos astrdcitos tendo em conta o volume de cada camada em cada regido revelou
gue independentemente da area, é a camada piramidal a que mais concentra esses
elementos. Por outro lado a contagem do numero total de redes perineuronais
limitada as camadas piramidal e oriens dos campos hipocampais revelou que CA2 é
a regido que de longe concentra o maior nimero de redes com 3 vezes mais do que
o encontrado em CAL ou CA3. NOs sugerimos que diferente do encontrado no giro
denteado as camadas de grande concentracdo de corpos celulares neuronais
concentra 0s numeros mais altos de astrocitos e de redes perineuronais.

Permanecem por serem investigadas as implicacdes funcionais de tal distribuicéo.

Palavras-chave: Astrocitos, redes perineuronais, Hipocampo, Cebus apella.



ABSTRACT

Anatomical stereological investigations of perineuronal nets and astrocytes of
the hippocampus have not been done in New World primates. The aim of the present
study is to quantify the laminar distribution of the astrocytes and perineuronal nets of
CAl, CA2 and CA3 of the Cebus monkey (Cebus apella) by stereological based
unbiased method. Subjects were sacrificed and perfused with aldehyde fixatives and
had their brains cut parallel to the coronal plane. Alternated coronal series of sections
were immunoreacted for glial fibrilary acid protein (GFAP) or lectin histochemical
stained with Wisteria floribunda agglutinin (WFA) counterstained by cresyl violet. We
have used the optical fractionator method to estimate the number of astrocytes and
perineuronal nets in the hippocampus of the Cebus monkey. The laminar distribution
of astrocytes relatively to the layer volumes revealed an asymmetric pattern of
distribution with the highest number of them in the pyramidal layer whereas
perineuronal nets estimations revealed a higher concentration in the oriens and
pyramidal layer. We suggest that the layers that concentrate neuronal cell bodies
also concentrate perineuronal nets and astrocytes. It remains to be investigated the

functional implications of these pattern of distribution.

Key-words: Astrocytes, perineuronal nets, Hippocampus, Cebus apella.



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

LISTA DE TABELAS

Parametros experimentais e resultados da contagem de redes
perineuronais (3> Q) em CAl, CA2 e CA3 do hipocampo de quatro
exemplares de Cebus apella utilizando o fracionador éptico®™..............
Estimativa de volumes planimétricos unilaterais individuais do
hipocampo do Cebus apella, espessura das sec¢dOes e estimativas
numéricas totais de redes perineuronais na camada Piramidal e
(@ 1= o L J PSPPSR
Estimativas numéricas da contagem de redes perineuronais (3> Q-)
para os tipos 1 e 2 em CAl, CA2 e CA3 do hipocampo de quatro
exemplares de Cebus apella utiizando o fracionador
(0] o] 1o o (1 ) PP
Parametros experimentais e resultados da contagem de astricitos
(>Q) em CA1, CA2 e CA3 do hipocampo de quatro exemplares de
Cebus apella utilizando o fracionador 6ptico™............cccccvveveereeennee.
Estimativas de volumes planimétricos unilaterais individuais do
hipocampo do Cebus apella, estimativas numéricas e de espessura

correspondentes de aStrOCITOS. ........uuuuiiiiiieiee e

40

42

44

49

52



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

LISTA DE FIGURAS

Trés tipos de redes perineuronais demonstrado pela marcacao
de imunoflorescéncia de wisteria floribunda aglutinina (WFA) no
cortex parietal de ratos, setas mostram marcagdo em

[0 [<Y 016 [ 1 (0 1A

Fotomicrografia ilustrando a posicao relativa do hipocampo em
relagdo as estruturas anatdmicas circunvizinhas em uma seccao
coronal rostral corada com a lectina Wisteria floribunda e
contracorada com cresil violeta, marcando redes perineuronais

ESCala: BN

Fotomicrografia em 3.2X de uma seccao coronal rostral (A),
intermediaria (B) e caudal (C) corada com lectina Wisteria
floribunda e contracorada com cresil violeta. As setas indicam o
limite de CA2 distinguido dos outros campos hipocampais pela
marcacdo mais intensa. Notar laminacao bem diferente no giro

denteado (DG) quando comparada a do Corno de Amon. Escala:

Fotomicrografia em 3.2X de uma secgao coronal rostral (D)
corada com lectina Wisteria floribunda e contracorada com cresil
violeta. Inser¢cdes com aumento de 10X de CA1 (A), CA2 (B) e
CA3 (C). Escala em D: 500 um e escala em A-C 25 pm...............

Fotomicrografia em grande aumento de uma seccdo coronal
rostral de CA1 reagida histoquimicamente para a lectina Wisteria
floribunda e contracorada com cresil violeta. A seta branca
aponta para uma rede do tipo 2 e o asterisco identifica rede do
tipo 1. A cabeca de seta branca aponta para uma célula glial e

as duplas setas pretas para neurbnios. Escala: 25 pm.................

Fotomicrografia em 60X de uma seccéo coronal rostral de CAl

reagida histoguimicamente para a lectina Wisteria floribunda e

18

31

33

34

36

37



Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

contracorada com cresil violeta, ilustrando uma rede

perineuronal do tipo 1. Escala: 25 HM........ccocoovviiiiiiieiiiii e,

Fotomicrografia em 60X de uma secc¢éo coronal rostral de CAl
reagida histoquimicamente para a lectina Wisteria Floribunda e
contracorada com cresil violeta, mostrando a rede perineuronal

do tipo 2. EScala: 25.......cccooiiiieee e

Fotomicrografia em 60X de uma secc¢éo coronal rostral de CA1
reagida histoquimicamente para a lectina Wisteria floribunda e
contracorada com cresil violeta, ilustrando a rede perineuronal

do tipo 3. EScala: 25 M......uvveeiiiiiiie e

Fotomicrografia em 3.2X de uma seccédo coronal rostral (C)
corada com GFAP marcando astrocitos. Fotomicrografias com
objetiva de 40X do mesmo corte no stratum piramidal de CAl
(A) e CA3-CA2 (B) e no stratum radiatum de CA1l (D) e CA3-
CA2 (E). Escala em C: 250 um e escala em AB,D e E 25

Fotomicrografia em 60X obtidas a partir de seccdes
imunomarcadas para GFAP marcando astrocitos e contracorada
com Nissl para ilustrar um neurdnio no stratum radiatum de CA3

em diferentes focos. Escala: 25 UM........ooooeiiiiiiiiiiiiiii e

38

38

46

a7



SUMARIO
RESUMO . .. e 5
AB ST R A C T ..ttt e 6
LISTA DE TABELAS. ... e e e e 7
LISTA DE FIGURAS . ...t 8
1. INTRODUGAO. ...ttt ee et en et e e, 12
1.1. O Hipocampo de Primatas NGO HUMANOS. ............coviiiiiiiiiiiiiiee, 12
1.2. O Hipocampo do Cebus apella...........cooooiiiiiiiiiiiiiiiieeeee e 14
1.3. Astroglia no Sistema Nervoso Central..............cc.ooiiiiiiiiiiiiiie, 15
1.4. A Matriz Extracelular no Sistema Nervoso Central (SNC).......c....ccevvvnnnnnn. 16
1.5, EStereologia. ... ..o 19
1.6.0 Fracionador OPtiCO...........ieeeee e, 21
2. OBUIETIVOS . L.t e e e 23
2.1. ObJetivo GEeral .....c.eiei i 23
2.2. Objetivos ESPECITICOS .....uuvuriiiiiiiiiiiiiei et 23
3. MATERIAIS E METODOS........coiiiteieeeete ettt eae e ee e, 24
3.1. ProcessamentO dO tECIAO. ......uuuuuuiiiiiiiiiieeee et 24

I ©7o] 0] r=Tox- [ AP RTTOPPPPPPPPPPPPPPPPPPPPRPN 25

10



3.2.1. Imunohistoquimica para revelagao de astrOcCitos............ccccceeveeeiccvnnnnnnn. 25
3.2.2. Histoquimica para revelacdo das redes perineuronais..........ccccceeeeeeeenne 26
3.3, EStere0l0gia......cccieeiiiii e 27
4, RESULTADOS. ...ttt ee e ee e e e e e e e e s et tae e eeeaaaaaeaaeaaesnanns 30
4.1. RedeS PeINNEUIONAIS. ......uuuuuitiiiie e e e ee e e e e e e et e ee ettt e e e e e e e e e eaeeeeeeeeeeraeenns 30
4.1.1. AnAliSeS QUAlItAtIVAS.........ceuvuiiieeieieiiiiie e ee e ee e e e e eeeaes 30
4.1.2. Anélises Quantitativas pelo Fracionador OptiCo.............cccceevveveevenenns 39
A AN (o o3 (01 PP 45
4.2.1. ANAIISES QUANITALIVAS ....coeeeeeeviiee e e e 45
4.2.2. Andlises Quantitativas pelo Fracionador OptiCo............ccccevvevverveeuevenne 47

4.3. Analise Quantitativa Comparada da Distribuicdo de Redes Perineuronais

€ ASIIOCIIOS. ..ot e ittt ettt e e e e et et e e e e e e e e e e e e rrrteaaeaaaeeeaeananas 54
5. DISCUSSAD. ...ttt ettt ettt ee s 54
5.1. Células Gliais no Hipocampo do Cebus apella............ccccoeeeeviiiiiienennnnnnnn. 54
5.2. Redes Perineuronais do Hipocampo do Cebus apella....................o........ 56
5.3. Proporgdes Neurdnio/Glia no Hipocampo e Habilidades Cognitivas......... 57
5.4. LimitagBes Técnicas NA0 EStereolO0giCas.........cccovvurirmiiiiiiiiiiiieeieeeeeenaeneans 58
CONCLUSAD. ...ttt ettt ee e 60

REFERENCIAS . ... et 61

11



12

ESTIMATIVA DO NUMERO DE ASTROCITOS E DE REDES PERINEURONAIS DE
CAl, CA2, CA3 DO MACACO PREGO (Cebus apella) UTILIZANDO O
FRACIONADOR OPTICO.

1. INTRODUCAO

1.1. O Hipocampo de Primatas Ndo Humanos.

A formacédo hipocampal de primatas ndo humanos é localizada inteiramente no
lobo temporal com a parte mais rostral da formacdo hipocampal comecando
rostromedialmente no uncus do lobo temporal medial. Na parte caudal, a formacéo
hipocampal se estende dentro do atrio do ventriculo lateral. Andando em direcdo
antero-posterior observamos o corpo principal do hipocampo e podemos dividi-lo em
anterior, medial e posterior. A regido posterior € continua com o nucleo pulvinar
inferior e lateral e constitui aproximadamente o terco caudal do corpo principal. O
corpo medial é continuo com o nucleo geniculado lateral e constitui o terco medial do
corpo principal. O corpo anterior € continuo com o trato 6tico e com o hipocampo
uncal e constitui o ter¢co rostral do corpo principal e em seus primeiros cortes
podemos identificar o uncus (Rosene, 1987; Amaral, 2007).

O uso do termo hipocampo propriamente dito € restrito a faixa estreita de
neurdnios piramidais que Ramon y Cajal referiu como contendo uma regido inferior e
superior e que Lorente de N6 (1934) dividiu em Cornos de Ammon (1- 4) CA1, CA2,
CA3 e CA4. Ja o termo formacédo hipocampal é usado para designar todo o alocortex
(arquicortex) dentro da saliéncia ondulada genericamente definida como hipocampo,
incluindo o giro denteado ou fascia dentata, o hipocampo propriamente dito (CAL1 a
CA4) e o subiculo (incluindo pro-subiculo). Essa subdivisdo foi feita com a
impregnagdo de Golgi, identificando um dnico tipo de célula, no entanto, com a
coloracdo de Nissl foi observada a mesma subdivisdo. O limite entre as camadas
piramidais sdo mais obliquos que perpendiculares, resultando no deslocamento
horizontal do tipo celular e sua superposicdo as camadas vizinhas que caracteriza
as regides de transicao entre as diferentes subregides hipocampais (Rosene, 1987;
Amaral, 2007).

O termo formacdo hipocampal engloba areas distintas devido a quatro
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caracteristicas compartilhadas. Primeira: todas essas areas sao um tipo simples de
cortex, o alocortex e sdo comprimidas em apenas trés camadas corticais: uma
camada plexiforme superficial contendo dendritos, axonios, glia e poucos neurénios
dispersos; uma camada celular proeminente situada mais profundamente com
células granulares no giro denteado e células piramidais no CA e no subiculo; uma
camada polimorfica contendo dendritos e axénios assim como neurdnios dispersos
polimérficos. Segunda: todas essas areas recebem inputs aferentes diretos das
areas perialocorticais adjacentes, assim como terminais axonais na parte mais
superficial da camada molecular. Terceira: essas areas sao ligadas juntas por um
grupo serial de conexdes intrinsecas comecando no giro denteado e terminando no
subiculo na transicdo com o cértex do pré-subiculo. Quarta: todas as suas
subdivisdes exibem uma organizacao laminar de aferentes intrinsecos e extrinsecos
gue sdo altamente segregados (com pouca sobreposi¢do). Por tudo isso, as areas
perialocorticais adjacentes como pré-subiculo, parasubiculo e entorrinal constituem
diferencas morfologicas distintas embora alguns autores costumem inclui-las na
formacéao hipocampal. Assim, o termo formacé&o hipocampal tem sido reservado para
todas as areas com as trés camadas do arquicortex no lobo temporal medial: giro
denteado, hipocampo propriamente dito (CA) e subiculo (Rosene, 1987; Amaral,
2007).

O principal input do hipocampo e do giro denteado tem origem no cortex
entorrinal, na regido septal e no hipocampo contralateral. Também existem aferentes
importantes, no entanto menos numerosos, oriundos de outras regides incluindo o
tronco cerebral, hipotdlamo, tAlamo e amigdala. As areas de associacao sao as
fontes mais importantes das aferéncias do cortex entorrinal, e estas em geral
provem de cortices associativos polimodais ou supramodais. O hipocampo € as
vezes considerado como uma das mais complexas areas de associa¢cdo multimodal,
parcialmente porque este recebe e integra informagdo de todas as modalidades
sensoriais (Swanson, 1983).

Dados experimentais e clinicos derivados de primatas humanos e ndo humanos
sugerem que 0 hipocampo é um componente essencial do sistema neural
responsavel por aprendizado e memdria. Muito do trabalho realizado até entdo sobre
0 hipocampo dos primatas ndo humanos foi feito em macacos do Velho Mundo e o

macaco Rhesus (Macaca mulatta), tem sido a espécie de escolha para a maioria dos
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estudos experimentais por sua similaridade neuroanatbmica e cognitiva com o0s
humanos(Gallagher and Rapp, 1997; Squire et al., 2004; Amaral, 2007; Murray et al.,
2007). Entretanto permanece limitada ao Rhesus a informacdo anatdmica e
funcional necesséria a interpretacdo dos mecanismos associados as funcdes
cognitivas. Até recentemente o nimero de unidades neuronais no hipocampo e giro
denteado s6 era conhecido para aquela espécie (Keuker et al., 2003; Amaral, 2007;
Christensen et al., 2007; Jabes et al., 2010) ndo havendo, entretanto nenhuma
estimativa estereoldgica empregando marcadores seletivos. Em primatas do Novo
Mundo o cenario € ainda mais limitado havendo apenas duas publicagfes utilizando
estereologia estimando o numero de neurdnios do giro denteado no Calitrix jachus
(Kozorovitskiy et al., 2005) e no Cebus apella (Diniz et al., 2010; Guerreiro-Diniz et
al., 2010). No que concerne ao numero de astrocitos e redes perineuronais, foco do
presente trabalho ndo ha uma unica referéncia disponivel. Isso torna o esforgo
dedicado a essas estimativas realizado no presente trabalho na espécie Cebus
apella relevante e Unico, sendo a presente dissertacdo a primeira dedicada a essas

guestbes em uma espécie de primata do Novo Mundo.

1.2. O Hipocampo do Cebus apella

O Cebus apella € um primata do Novo Mundo, sul americano, utilizado
frequentemente como modelo em uma variedade de ensaios comportamentais,
incluindo tarefas cognitivas hipocampo-dependentes (Tavares et al., 2002; Resende
et al., 2003; Dufour et al., 2006; VanMarle et al., 2006; Spinozzi et al., 2007). E
também utilizado em estudos anatémicos que incluem a formacéo hipocampal e.g.
(Eidelberg and Saldias, 1960; Manocha, 1968; Girgis, 1973; Kordower et al., 1988;
Mufson et al., 1994) embora nenhum desses estudos tenha se dedicado a estimar o
namero de astrécitos, neurdnios ou de redes perineuronais do hipocampo ou do giro
denteado utilizando marcadores seletivos.

Em estudo prévio em nosso laboratorio descreveu-se a cito- e a mieloarquiteura
empregando as técnicas de Nissl e Gallyas, assim como a arquitetura histoquimica
do hipocampo e do giro denteado. Para esta Gltima empregou-se um marcador dos
elementos da matriz extracelular (a lectina Wisteria floribunda biotinilada) e um

ensaio enzimatico para localizacdo da atividade histoquimica da NADPH-diaforase



15

(Guerreiro-Diniz et al., 2010). Nesse estudo estimou-se igualmente o numero de
neurénios empregando marcador seletivo para neurdnios (NeuN) comparando os
resultados com os numeros de neurbnios e células da glia estimados a partir da
coloracédo de Nissl.

A organizacdo estrutural do hipocampo do Cebus apella (Guerreiro-Diniz et al.,
2010; Guerreiro-Diniz, 2010) é bastante similar aquela descrita para o Rhesus
(Rosene, 1987; Amaral, 2007) compreendendo os Cornos de Amon 1, 2 e 3, 0
subiculum e o prosubiculum. Como esperado o hipocampo propriamente dito do
Cebus apella apresenta organizagéo tri-laminar tipica do alocértex que inclui uma
camada principal designada como camada de células piramidais de CA1, CA2 e
CA3.

As células piramidais em CA1 e CA3 aparecem mais intensamente empacotadas
(contornos celulares mais nitidos) do que aquelas de CA2. Também é bastante
evidente que as piramidais de CA3 sdo menos organizadas (disposicado laminar mais
dispersas) do que as de CAl e CA2. Na borda com a regido prosubicular o limite é
distinguido no ponto onde a condensacao de células piramidais observada em CAl
€ substituida pela distribuicdo mais larga das células da regido prosubicular que
ocupam toda a extensdo da Unica camada do prosubiculo que € mais espessa do
gue aquelas de CAL (Guerreiro-Diniz et al., 2010; Guerreiro-Diniz, 2010).

Os cornos de Amon, entretanto se distinguem um do outro mais facilmente
através das caracteristicas da matriz extracelular reveladas pela histoquimica para
Wisteria floribunda biotinilada. As diferencas no padrdo de coloragdo da neurdpila
entre os campos hipocampais CA1l, CA2, CA3 e o prosubiculum foram conspicuas
permitindo prontamente a definicdo dos limites histoarquitetdnicos. Em CA2 a
intensidade da marcacdo da neurdpila foi claramente maior do que nas areas
vizinhas (CAl1 e CA3). O prosubiculum e a regidao subicular apresentaram
numerosas redes perineuronais intensamente marcadas e marcacdo moderada da
neurdpila enquanto que a neuropila de CA1 e CA3 revelou-se menos marcada do

gue as redes perineuronais (Guerreiro-Diniz et al., 2010).

1.3. Astroglia no Sistema Nervoso Central.

Os astrécitos sdo as células gliais mais numerosas do hipocampo e a eles
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tem se associado uma variedade de papéis funcionais contribuindo para a
formacdo, adaptacdo e operacdo dos circuitos neurais. Em uma uUnica frase, os
astrocitos permitem que os neurdnios funcionem fornecendo energia e substratos
para a neurotransmissao contribuindo diretamente para a formacdo e modulagéo
das sinapses através de mecanismo bidirecional de comunica¢gdo com os neurdnios
(Allen and Barres, 2009).

Os astrocitos, portanto sdo hoje considerados elementos ativos no circuito
cerebral integrando a sinalizacdo neuronal e exibindo excitabilidade Ca?+-
dependente. Essa sinalizacdo através de correntes de Ca2* em astrécitos ativados
pode desencadear a liberacdo de muitas moléculas neuroativas, chamadas
gliotransmissores, como o glutamato, ATP e d-serinas, que podem modular a
excitabilidade neuronal, a atividade sinaptica e plasticidade. Além disso, 0s
astrocitos contribuem para o controle do fluxo sanguineo cerebral, para constituicdo
da barreira hemato-encefélica e para a resposta imune a agentes agressores (Wang
and Bordey, 2008).

Mais recentemente emergiu 0 conceito de redes astrogliais para comunicagcao a
longa distancia associando os astrocitos a redes de conexdo organizadas que
permitem a troca de informacgdes reguladas por sinais intra e extracelulares, através
de canais que atravessam jungdes em fenda (do inglés “gap junctions”). Essa
comunicacao a longa distancia entre células da glia modulando a atividade sinaptica
neuronal e contribuindo diretamente para a plasticidade sinaptica adicionou nova
dimensédo de complexidade a analise das fun¢bes cerebrais (Giaume et al., 2010).

Até o presente ndo ha, entretanto nenhum ensaio quantitativo em primatas
do Novo Mundo que tenha descrito a distribuicdo laminar dessas células no
hipocampo sendo, portanto relevante preencher essa lacuna. O presente trabalho é
a primeira descricdo quantitativa e qualitativa da distribuicdo laminar dos astrécitos
em um primata neotropical o Cebus apella sendo essa informacao essencial para o
reconhecimento da distribuicdo potencial de redes astrogliais no hipocampo dessa

espécie.

1.4. A Matriz Extracelular no Sistema Nervoso Central (SNC)

A matriz extracelular (MEC) do SNC apresenta um complexo altamente
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organizado de macromoléculas fibrilares e néo fibrilares que se localizam ao redor
dos vasos sanguineos, das células gliais e dos neurdnios. O acumulo de moléculas
de MEC ao redor de certos neurdnios forma as redes perineuronais (RPs)(Celio and
Blumcke, 1994; Celio et al., 1998). As RPs sdo compostas por varios proteoglicanos
sulfato de condroitina (PSCs) e acido hialurdnico, estdo ao redor do soma neuronal e
dos dendritos proximais formando estruturas semelhantes a redes em distintas
populacdes de neurbnios do cérebro (Celio et al., 1998; Yamaguchi, 2000; Rhodes
and Fawcett, 2004). Elas separam botdes sinapticos vizinhos (Bruckner et al., 1993;
Koppe et al.,, 1997; Hagihara et al., 1999). 2007) e estdo interpostas entre a
superficie das células neuronais e processos astrociticos adjacentes (Bruckner et al.,
1993; Blumcke et al.,, 1995). As PSCs sdo capazes de se ligar a fatores
neurotréficos, proteases e seus inibidores, tendo provavelmente um papel na
regulacdo tréfica do microambiente dos neurdnios (Celio and Blumcke, 1994;
Sugahara et al., 2003).
Essas RPs contribuem de forma positiva para criar um microambiente ao

redor dos neurdnios (Hockfield et al., 1990; Bruckner et al., 1993; Hartig et al., 1999),
sendo formadas durante o desenvolvimento cerebral pés-natal com seus padrdes
variando de acordo com a regiao (Koppe et al., 1997; Bruckner et al., 2000) e em
paralelo com a sinaptogénese e a maturacao funcional das células (Hockfield et al.,
1990). Estéo envolvidas também no tamponamento de ions, no desenvolvimento,
estabilizacdo e remodelagem das sinapses assim como na regulacdo do
microambiente neuronal particularmente ao redor de neurdnios GABAérgicos
parvalbumina-positivos no cortex cerebral (Hartig et al., 1999; Baig et al., 2005).

Histologicamente € possivel identificar trés tipos de matriz no SNC. A primeira é
uma matriz difusa que existe em todo SNC. A segunda é definida por moléculas da
matriz associada a superficie da célula. A terceira € a matriz organizada em densas
redes perineuronais (Deepa et al., 2006).

As redes perineuronais ainda sdo caracterizadas em trés tipos distintos, as redes
do tipo 1, 2 e 3, que variam com sua caracteristicas morfologicas.As redes do tipo 1
tem contorno nitido associado com neurdnios nao piramidais mostrando uma
morfologia “basket cell-like” (células em cesta), a estrutura como uma trelica é vista
distintamente ao redor do corpo celular, parte proximal dos dendritos e no segmento

inicial dos axoénios de neurdnios “nao-piramidais”. As redes do tipo 2 estdo ao redor
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de células piramidais, a delicada estrutura e a baixa marcacdo de intensidade séo
aspectos caracteristicos das redes “piramidais”. As redes do tipo 3 ndo possuem um
contorno morfoldgico claro, sdo altamente marcadas com Wisteria floribunda, sao
difusas ao redor do corpo celular neural e da parte proximal do dendrito, no entanto,
a morfologia somatodendritica das redes difusas sdo mais varidveis e seus
contornos como “cotton wool-like” (malha de algodao) de matriz extracelular ao

redor do soma sédo mais densos, como visto na figura 1 (Wegner et al., 2003).

Figura 1- trés tipos de redes perineuronais demonstrado pela marcagédo de imunoflorescéncia de
wisteria floribunda aglutinina (WFA) no cortex parietal de ratos, setas mostram marcagdo em
dendritos. Escala de 20um (Wegner et al., 2003)

No cérebro do adulto, a matriz extracelular esta presente principalmente nos
espacos intercelulares, entre as células gliais e neuronais e a maior parte dessa
matriz € amorfa. A estrutura especializada de matriz densa chamada de rede
perineuronal estd ao redor de alguns neurdnios nos locais de contato sinaptico
(Deepa et al., 2006). A rede perineuronal com grande diversidade molecular forma a
matriz extracelular de muitos neurbnios no sistema nervoso central, rodeando o
corpo celular do neurdnio e seus dendritos proximais em uma estrutura entrelacada
com um orificio aberto no local do contato sinaptico(Hockfield and McKay, 1983;
Zaremba et al., 1989; Matthews et al., 2002).

Durante o desenvolvimento do cérebro a matriz extracelular desempenha um
papel de adesédo celular, migracdo celular e direcionamento axonal, no cérebro de
adulto conferindo estabilizacdo a conexdes neuronais e determina a plasticidade
neural madura do sistema nervoso central (SNC). A rede perineuronal é
primeiramente detectada na fase tardia do desenvolvimento, como um circuito
sindptico maduro e estavel do SNC. Embora ainda se discuta sua composi¢cao e
funcdo as redes parecem desempenhar papel importante no reconhecimento do alvo
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e da formacgéo sinaptica (Matthews et al., 2002).

A matriz extracelular € rica em proteoglicanos, acido hialurbnico (AH) e
tenascinas. Existem evidéncias de que os componentes da matriz extracelular, como
proteoglicanos sulfato condroitina versican, brevican, neurocan, aggrecan, fosfacan,
AH, tenascin-c, tenascina C e R e ligantes de proteina estdo envolvidos na
regulacdo da plasticidade neuronal, na neuroprotecdo e em suporte da homeostase
ibnica ao redor da alta ativacao neuronal (Deepa et al., 2006).

Trabalhos prévios mostraram que as lectinas estdo envolvidas na manutencao de
potenciais de longa duracdo da expressao em inglés “long-term potentiation” (LTP),
fendbmeno esse relacionado a plasticidade sinaptica em diversas regiées do SNC
(Faissner et al., 2010). Realmente, ap06s a producdo pelos astrocitos os
componentes da matriz integram a formacéo das redes e estas parecem essenciais
para que 0s eventos estruturais relacionadas a formagdo de novas sinapses e
estabilizacdo das existentes ocorram (Gogolla et al., 2009; Faissner et al., 2010).

Em estudo prévio descrevemos a distribuicdo qualitativa das redes perineuronais
no hipocampo do Cebus apella permanecendo por ser analisada sua distribuicéo
laminar quantitativa empregando técnicas estereoldgicas sem viés (Guerreiro-Diniz
et al., 2010). No presente trabalho pretendemos preencher essa lacuna analisando
guantitativamente a distribuicdo espacial dessas redes no hipocampo do Cebus

apella empregando a técnica do fracionador éptico.

1.5. Estereologia

Embora haja um conjunto notavel de estudos dedicados a revelar aspectos
morfoldgicos, fisiolégicos e comportamentais associados a formacédo hipocampal dos
primatas, tanto em condi¢cdes normais como em alteradas, ndo ha esforco
sistematico para investigar o nimero de elementos celulares que compdem aquela
regido, empregando estimativas sem viés. Quando se fala de estimativas sem viés
no contexto da contagem de elementos de interesse em uma dada regido, estamos
nos referindo a um capitulo da estatistica espacial denominada estereologia, que
permite a realizacdo de analises quantitativas de estruturas tridimensionais, a partir
da reconstrugéo serial de estruturas bidimensionais (Weibel, 1989). Dado que neste

trabalho estima-se o numero de células empregando o fracionador O6ptico, é
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interessante rever, ainda que superficialmente, suas bases conceituais. A regra geral
em analises qualitativas é encontrar palavras descritivas tais como menores,
maiores, mais largas, menos frequentes, mais frequentes, diferente, similar,
auséncia ou presenca que em geral sdo suficientes para os propdsitos investigados
(Schmitz and Hof, 2005). Entretanto, outros estudos que geram analises
guantitativas e expressam valores numéricos sobre contagem de células,
densidades, areas e volumes apresentam resultados controversos que se devem a
suposicbes prévias acerca do tecido, da geometria das células e de suas
distribuicdes no plano da seccdo (Geinisman et al., 1995; Mayhew, 1996). Esses
estudos quantitativos eventualmente introduzem vieses de amostragem e/ou erros
sistematicos, cuja magnitude € impossivel de ser apreciada, qualquer que seja a
resolucao da analise: optica (Mayhew, 1996; Gardella et al., 2003; Mandarim-de-
Lacerda, 2003), confocal (Peterson, 1999; Kubinova and Janacek, 2001) ou
eletronica (Fiala and Harris, 2001; Nyengaard and Gundersen, 2006).

A analise microscépica, em qualquer nivel, € uma ferramenta analitica
poderosa para se descrever formas normais e anormais de tecidos bioldgicos,
particularmente se for possivel gerar nUmeros a partir de secgdes histoldgicas.
Entretanto é necessario considerar que, se um microscoépio é utilizado para analisar
a estrutura de interesse, € inevitavel, na maioria dos experimentos, que apenas uma
pequena fracdo da area de interesse original sera de fato analisada em detalhe
(Schmitz and Hof, 2005). Para contornar tais vieses amostrais, empregam-se
técnicas estereoldgicas que estimam o numero total dos objetos contidos em uma
dada regido de interesse através de coleta de informacdo aleatéria e sistematica,
multiplicando-se o numero de elementos de interesse registrados pelos valores de
probabilidade da amostra (West, 2002).

O termo sem viés € utilizado para definir sistemas de amostragem que sao
independentes das propriedades do tecido, onde as dimensdes da sonda amostral
(caixa de contagem) e os parametros amostrais a ela associados (numero e
intervalo entre elas) séo definidos a priori, desprezando-se a coleta de dados acerca
do tamanho, forma e orientacdo espacial da area a ser investigada (Glaser and
Glaser, 2000). Assim, os numeros estimados a partir da amostragem podem ser
expressos em valores relativos ou absolutos indicando volume, numero,

conectividade, distribuicdo espacial e tamanho das estruturas biologicas, sem
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conhecimento prévio da geometria das células ou do tecido a ser investigado e.g.
(Glaser and Glaser, 2000; West, 2002; Schmitz and Hof, 2005).

Dentre todos os procedimentos utilizados para estimar o namero total de
objetos de interesse dentro de uma determinada regido ou camada, o fracionador
Optico é o que tem sido usado com mais freqiiéncia, pois combina as propriedades
da sonda tri-dimensional para contagem dos elementos de interesse (o dissector
Optico) com o sistema de amostragem sistematica e aleatoria (o fracionador),
removendo vieses amostrais e pressuposicoes (West et al., 1991). Essa metodologia
foi adotada no presente trabalho e sua utilizagdo para fins praticos é descrita a

seqguir.

1.6. O Fracionador Optico

Para estimar o nimero de células dentro de um volume especifico, usando
investigacao estereoldgica sem viés, a estereologia utiliza caixas de contagem
virtuais (sondas estereoldgicas) aplicadas a uma série ordenada de seccoes
histologicas obtidas das regides de interesse. E possivel seccionar opticamente as
seccodes histologicas usando objetivas de grande abertura numérica para produzir
imagens de baixa profundidade de foco. O plano de foco (ou seccao Optica) pode ser
deslocado, através de distancias conhecidas, ao longo da espessura da seccdao,
produzindo planos de foco continuos através dos quais a contagem é feita de acordo
com as regras de contagem do dissector escolhido. Na pratica, o que acontece é a
inclusdo na contagem de objetos novos que entram em foco (ou saem de foco)
enguanto descemos ou subimos dentro da caixa de contagem de volume conhecido.

A combinacéo do dissector 6ptico com o fracionador de amostras, conhecida
na literatura como fracionador éptico (West et al., 1991), tem numerosas vantagens
praticas, sendo a principal o fato de ndo ser afetado pela retragdo do tecido e nao
requerer definicdes rigorosas de fronteiras estruturais, que podem ser feitas em
objetivas de baixo aumento. O fracionador Optico envolve a contagem de objetos
utilizando sondas de dissectores 6pticos, em uma amostra sistematica uniforme que
constitui uma fracdo conhecida do volume da regido em andlise. Na prética, isso é
feito através de amostragem sistematica de uma fracdo conhecida da espessura da

seccao, tsf (iniciais de “thickness sample fraction”), de uma fragado conhecida da area
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seccional asf (iniciais de “area sample fraction”) e de uma fragdo conhecida do
namero de secgdes que incluem a regido de interesse, ssf (iniciais de “section
sample fraction”).

Cada andlise estereoldgica comeca com o delineamento dos limites da regido
de interesse em uma série de seccdes escolhidas de forma randdmica e sistematica
(Howard, 2005). Para analisar sistematicamente e registrar a ocorréncia dos objetos
de interesse, é necessario mudar para uma objetiva de grande aumento (60x) com
elevada abertura numérica e reduzida profundidade de foco (Schmitz and Hof,
2005).

Utilizando essa metodologia ndo € possivel contar todas as células dentro da
regido de interesse. Para contornar esse dilema e obter estimativas confiaveis (que
se aproximam do real) a partir de uma diminuta fragdo amostral, é necesséria a
utilizacdo de coleta sistematica e aleatéria de dados, incluindo a terceira dimenséo.
Essa alternativa assegura a estimativa adequada do namero total de células dentro
da area de interesse, a partir do numero de células detectadas em cada caixa de
contagem da amostra e da probabilidade amostral (Schmitz and Hof, 2005).

A partir de critérios arquitetdnicos, hodoldgicos e de marcadores seletivos, €
possivel caracterizar sem ambiglidades as areas e os objetos de interesse com
arquitetonia classica utilizando técnicas consagradas (como o Nissl);
imunohistoquimica e histoquimicas especificas.

Para caracterizacdo de areas ou nucleos funcionais especificos no sistema
nervoso, uma seérie de critérios sao aplicados e foram resumidos em cinco principais
abordagens experimentais: estudos arquitetbnicos, padrdo de conexdes,
mapeamento topografico, analise eletrofisiolégica de propriedades de neurbnios
isolados e déficits comportamentais apos lesbes seletivas reprodutiveis (Phillips et
al. 1984).

Em estudo prévio caracterizamos as areas de interesse (CAl, CA2 e CA3)
empregando marcadores cito, mielo e histoarquitetdnicos, restando caracterizar os
objetos de interesse que para as finalidades da presente analise correspondem aos
astrocitos e as redes perineuronais (Guerreiro-Diniz et al., 2010).

Para quantificar o niumero de astrdcitos e de redes perineuronais utilizamos
imunomarcador seletivo para a proteina acida fibrilar glial e a histoquimica para a

lectina Wisteria floribunda que revela sitios da matriz extracelular que contem
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proteoglicanos. Uma vez definidos os objetos e as areas de interesse escolhemos
o fracionador éptico para estimar o niumero dos objetos de interesse em cada area.

O processo inteiro consiste, em resumo, de duas etapas:

la Etapa — Amostragem: que exige acesso a estrutura inteira com todas as
regides de interesse com chances similares de contribuicdo para a amostra, assim
como o reconhecimento dos objetos de interesse sem ambiguidade.

22 Etapa — Medidas: que exigem o uso de métodos baseados em design
(medidas tridimensionais) ao invés de métodos baseados em suposi¢cdes acerca da
espessura da seccao ou da forma dos objetos de interesse (medidas
bidimensionais).

O protocolo do fracionador éptico pode ser usado para quantificar o numero de
células e estruturas subcelulares e é aplicavel a qualquer estrutura tridimensional
gue possa ser fracionada em seccdes a partir de onde se colhem as amostras. O

fracionador 6ptico € a combinacéo do dissector éptico e do fracionador (West, 2002).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estabelecer um conjunto de informacdes qualitativas e quantitativas acerca
da distribuicdo laminar da astroglia e das redes perineuronais da formacao
hipocampal do Cebus apella, para dar suporte anatémico a estudos que utilizam a
espécie como modelo para ensaios comportamentais envolvendo tarefas hipocampo

dependentes.

2.2. Objetivos Especificos
1) Descrever a distribuicdo laminar dos astrécitos e das redes
perineuronais em CAl, CA2 e CA3 do Cebus apella;
2) Estimar o numero total de astrocitos e das redes perineuronais
presentes nas diversas camadas de CAl, CA2 e CA3 utilizando o

método do fracionador éptico.
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3. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados quatro macacos prego (Cebus apella) machos adultos jovens,
todos doados pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente (IBAMA) em apreensdes de
contrabando ou provenientes de cativeiro, como o bosque Rodrigues Alves e o
Bioparque Amazonia Crocodilo Safari.

O projeto foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal do Para — UFPA.

3.1. Processamento do tecido

Apés 5-7 dias de adaptacdo ao alojamento do Laboratorio os animais foram
profundamente anestesiados com cetamina (30 mg/kg) + xilazina (0,8 mg/kg) e
perfundidos por via transcardiaca com solucdo salina heparinizada 0.9% por 10
minutos, seguida de paraformaldeido a 4% pH 7.2-7.4 por 30 minutos.

ApoOs craniotomia e ainda com o encéfalo na base do crénio, a cabeca do animal
foi colocada no estereotaxico Horsley-Clarke para animais de médio porte. O animal
foi fixado com pontas de orelha inseridas nos dutos auditivos, e a mandibula apoiada
com pino de fixacdo colocado entre os dentes incisivos. O encéfalo foi cortado no
plano coronal, perpendicular ao plano de Frankfurt (plano definido pela linha reta que
passa através dos condutos auditivos e a borda inferior das O6rbitas oculares).
Seguiu-se a retirada do encéfalo, e a disseccdo da formacdo hipocampal do
hemisfério esquerdo dos animais seguida do secionamento em plano coronal das
regibes encefélicas de interesse em um vibratomo (Vibratome Sectioning System,
Pelco 120 a 70um de espessura.

As colecfes cortadas foram coradas por imunohistoquimica para a proteina acida
fibrilar glial (GFAP) e por histoguimica para a lectina Wisteria floribunda montadas
em laminas gelatinizadas, desidratadas, diafanizadas e encobertas com laminulas e

selante (Enthelan, Merck).
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3.2. Coloracao

3.2.1. Imunohistoquimica para revelacdo de astrécitos
Para identificagdo de astrocitos em secges fixadas utilizamos o anticorpo
primario para proteina acida fibrilar glial (MAB360, CHEMICON Int, CA, USA). As

seccOes foram reagidas seguindo a sequéncia indicada no Quadro 1.

Quadro 1- Passos da reacdo de imunohistoquimica para detec¢éo da proteina fibrilar

acida GFAP
Solugdes Ne de Tempo Tempo
Lavagens (minutos) (horas)
Acido Bérico 0.2M (70 °C pH 9) 1 1
TRIS EDTA 1 12
Salina Tamponada de Fosfato + Triton ( PBS-T) a 5% 3 5
Peréxido de Hidroaénio (H>0,) + Metanol 1 10
PBS 3 2
Anticorpo primario (Mouse Anti-Neuronal Nuclei) a 4° C em 1 72
PBS 3 2
MOM laG Biotinvladed Anti-Mouse laG (60ul de Biotinvlated 1 12
PBS 3 2
ABC (Complexo Biotina Avidina 1 1
PB0.1 M 3 2
Tampao acetato 0.1 M 1 5
GND (0,.5ma/ml de DAB + 1.2ma/ml Niguel) 1 20
PB 0,1M 3 5

As secc¢des foram incubadas em uma solucéao de trabalho contendo anticorpo
primario anti-GFAP (MAB360, CHEMICON Int, USA) em diluicdo 1:800 em tamp&o
fosfato salina 0.1M pH 7.2-7.4 4°C com agitacdo suave durante 3 dias. As sec¢des
foram lavadas 3 vezes, 2 min de cada vez em PBS e incubadas durante a noite no
anticorpo secundério biotinilado produzido em cavalo e dirigido para imunoglobulina
de camundongo (Vector Laboratories, USA) em diluicdo 1:200 em tampé&o fosfato
salina. Apods trés lavagens em PBS as seccdes foram entédo incubadas em solucao
contendo o complexo avidina-biotina-peroxidase em diluicdo 1:200 por 90 minutos e
entdo reagidas para revelacdo do cromégeno empregando o protocolo de Glucose
Oxidase/Nickel/Diaminobenzidina (GND)  (Shu et al, 1988). A reacdo era
interrompida sempre que as ramificacdes distais dos astrocitos eram visualizadas ao
microscopio. Em geral esse momento ocorria 15 a 20 minutos apds a adicdo da

glucose-oxidase a solucao de reacdo. Apos 3 lavagens em PBS de 5 minutos cada



26

as sec¢gbes eram montadas em laminas gelatinizadas, contra-coradas com cresil
violeta, desidratadas, diafanizadas e encobertas com laminulas em meio de
montagem Enthelan (Merck). As seccbOes foram contracoradas seguindo a

sequéncia indicada no Quadro 2.

Quadro 2- Passos da reacdo para contracoloragdo com cresil
violeta utilizando a técnica de Nissl.

Solucdes Tempo
Alcool etilico 90 % 1 min
Alcool etilico 70 % 1 min
Alcool etilico 50 % 1 min
Agua destilada + acido acético 2 min
Cresil violeta 5 min
Alcool etilico 70 % 15s
Alcool etilico 90 % + &cido acético 15s
Alcool etilico 100 % 1 min
Alcool etilico 100 % 1 min
Alcool etilico 100 % + xileno 1 min
Xileno 3 min
Xileno 3 min

3.2.2. Histoquimica para revelacdo das redes perineuronais

A quantificacdo das redes perineuronais em secc¢des fixadas foi realizada a
partir da revelacdo da lectina Wisteria floribunda biotinilada (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA), que identifica residuos de agUcar da matriz extracelular. As
seccOes foram reagidas seguindo a sequéncia indicada no Quadro 3.

As seccbes reagidas foram montadas em l|aminas gelatinizadas,

desidratadas e diafanizadas para posterior analise qualitativa e quantitativa.



Quadro 3. Passos da reacdo de histoquimica para deteccdo da rede perineuronal

Solugdes Ne de Tempo Tempo
Lavagens (minutos) (horas)
TRIS + Triton a 5% 3 5
Peroxido de Hidrogénio (H202) + Metanol 1 20
TRIS + Triton a 5% 2 5
TRIS + Triton a 5% 1 20
Lectina Wisteria floribunda biotinilada (3 pl sol estoque +
1ml PBS ) . 12
TRIS0,1 M pH 7,4 3 2
ABC (Complexo Biotina Avidina) 1 1
TRIS 0,1 M 3 2
Tampé&o acetato 0,1 M 1 5 (méx.)
GND (0,5mg/ml de DAB + 1,2mg/ml Niquel) 20

TRIS 0,1 M
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3.3. ESTEREOLOGIA

No sentido de fazer com que os dados provenientes dos diferentes individuos
dos varios grupos experimentais fossem comparaveis, sec¢cdes anatomicas
equivalentes foram selecionadas para a estimativa do numero de de objetos de
interesse. As seccdes escolhidas proveram valores representativos das diversas
regides anatébmicas.

A determinacdo do namero de astrocitos e de redes perineuronais foi feita
através da distribuicdo sistematica e aleatéria de blocos de contagem, dentro de
uma série de sec¢Bes que continham a regido de interesse. O experimentador
definia os limites da regido de interesse indicando para o programa as trés
dimensdes da caixa de contagem (largura, comprimento e altura), o espacamento
entre elas, e as zonas de guarda, preenchendo um protocolo definido pelo
programa. ApOGs o preenchimento, o programa exibe a disposicdo espacial das
caixas em relagdo ao contorno da seccdo a partir dos parametros preenchidos e
muda automaticamente a posicdo da lamina para iniciar uma nova contagem em
uma nova caixa toda vez que o experimentador da por encerrada a contagem da
caixa anterior. Ao final da contagem de todas as caixas de cada secc¢ao, o programa

estima o numero total de objetos de interesse naquela sec¢do e gera uma série de
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dados estatisticos que incluem o numero total de objetos marcados pelo
experimentador e a estimativa total esperada para a sec¢cdo com 0 respectivo
coeficiente de erro. Este ultimo é usado como indicador para avaliarmos se as
dimensGes e 0 numero de caixas € adequado para obtermos valores médios
representativos do total do niamero de objetos na estrutura que estamos analisando.
Coeficientes de erro maiores que 0,05 indicam na maioria dos casos a necessidade
de mudancas nos parametros escolhidos.

O processo se inicia empregando-se objetiva de 3.2x, delineando-se nas
seccOes de cada animal, os contornos das camadas de interesse para os diferentes
niveis antero-posteriores. Empregou-se microscopio optico (Optiphot2, NIKON) com
platina motorizada e conversores analogo-digitais (MAC200, Ludl Electronic
Products, Hawthorne, NY, USA) para a transmissdao de informacdo das
coordenadas espaciais (X, Y, Z) de cada ponto digitalizado. Esse sistema foi
acoplado a microprocessador que controlava os movimentos da platina com auxilio
de programa especializado (Stereoinvestigator, MicroBrightField, Williston, VT,
USA) e estocava as coordenadas dos pontos de interesse. No sentido de se evitar
ambiglidades na identificacdo dos objetos de interesse e garantir que se
encontravam dentro dos planos permitidos de contagem, a objetiva de 3.2x era
substituida por outra de 60x, planapocromatica, a 6leo, com valor de abertura

numérica 1.4 (NIKON, NA=1.4) utilizada para todas as contagens empreendidas.

O programa permite a definicdo de zonas de guarda superpostas as regides
de corte da fatia onde os procedimentos de microtomia produzem variacdes
indesejaveis (ou seja, nas superficies de corte).

A estimativa do namero total de astrocitos dentro da regido de interesse €
obtida através do método do fracionador Optico, multiplicando-se o numero de
astrocitos contados dentro de cada bloco pelos valores de probabilidade da
amostra. Esses valores dependem: 1) do numero de secg¢bes investigadas
comparadas com o numero total de seccbes que contem a regido de interesse
(“section sampling fraction”); 2) da area dos blocos de contagem comparada com a
area da matriz de contagem (“area sampling fraction”); e 3) da altura do bloco de
contagem comparada com a média da espessura da sec¢do apds os procedimentos

histolégicos (“thickness sampling fraction”).
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N=>Q * I/ssf * 1/asf * 1/tsf

Onde,

N — namero total de astrocitos

2Q — numero de astrécitos contados

ssf — “section sampling fraction” = sec¢des contadas/total de secgdes
asf — “area sampling fraction” = area bloco/area matriz (x,y)

tsf — “tissue sampling fraction” = altura bloco/ média da espessura da secg¢ao

O célculo do coeficiente de erro para cada sujeito previamente mencionado,
adotou o procedimento sistematico amostral de um estagio (Coeficente de
Scheaffer, CE), previamente validado por outros (Glaser and Wilson, 1998). O
coeficiente de Scheaffer expressa a precisdo da metodologia aplicada na coleta de
dados para as estimativas e um valor de CE < 0.05, ¢é julgado apropriado na maioria
dos casos porque a variancia introduzida pelo procedimento com esse valor de CE
contribui pouco para a variancia observada para cada grupo. A razdo entre o
coeficiente de erro intrinseco a metodologia CE e o coeficiente de variacdo para as
estimativas (CV) ndo deve ultrapassar 0.5 (Slomianka and West, 2005). Os
parametros experimentais para cada camada do giro denteado foram estabelecidos
em experimentos piloto e uniformemente aplicados a todos os animais. As tabelas 1
a 3 apresentam os parametros experimentais e os resultados médios de contagens
dos astrécitos de cada lamina de interesse (molecular, granular e polimdrfica) do

giro denteado para cada grupo experimental.
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4. RESULTADOS

4.1 — Redes perineuronais

4.1.1- Andlises Qualitativas

Para examinar a distribuicdo de redes perineuronais no hipocampo do Cebus
apella utilizou-se a histoquimica para revelar a presenca de sitios com residuos de
acucar que compoem 0s proteoglicanos da matriz extracelular. A revelacdo deses
sitios foi obtida com a lectina Wisteria floribunda biotinilada usando como
cromoégenos a diamino benzidina intensificada pelo niguel e contracorada com cresil
violeta, como descrito anteriormente. A Figura 2 ilustra a arquitetonia revelada por
essa reacdo para diversas areas do encéfalo do macaco prego em uma seccao
coronal do hemisfério esquerdo que inclui os campos hipocampais CA1, CA2 e CA3
e 0 giro denteado (DG). A posicdo anatdbmica do hipocampo e do giro denteado
ilustrado na Figura 2 é similar aguela descrita para o hipocampo do macaco Rhesus
(Macaca mulata). O padrao de marcacdo extracelular reconhecido nas seccbes
hipocampais do Cebus apella reagidas para deteccdo histoquimica das redes
perineuronais e contracoradas com o cresil violeta permitiu a definicdo inambigua
dos limites arquitetbnicos entre o sibiculum e CAL, entre CA1 e CA2 e entre CA2 e
CA3. Na substancia cinzenta a matriz extracelular aparece com aspecto difuso além
de dar origem as redes em torno dos neurdnios denominadas de perineuronais. O
padréo difuso da matriz que permitiu a definicAo dos campos arquitetdnicos aparece
muito mais intenso na regido de CA2 e essa diferenca é o aspecto arquitetbnico
mais evidente dessa regido. As redes perineuronais foram encontradas
predominantemente no interior ou em torno da camada piramidal e em pequena
proporcdo no stratum oriens e radiatum dos campos hipocampais. Nas regides
prosubiculares e subiculares também foram encontradas em grande propor¢do em

meio a uma neuropila de moderada intensidade de marcacéao
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Figura 2. Fotomicrografia ilustrando a posi¢do relativa do hipocampo em relacdo as estruturas
anatdmicas circunvizinhas em uma secc¢ao coronal rostral corada com a lectina Wisteria floribunda e
contracorada com cresil violeta, marcando redes perineuronais. Put: Putamen; Tha: tdlamo; GL:
Geniculado Lateral. Escala:5 mm

Na figura 3 sdo visto cortes coronais do hipocampo do Cebus apella com
aumento de 3.2X, os cortes representam diferentes niveis do eixo antero-posterior:
rostral (A), intermediario (B) e caudal (C). Pode-se observar a delimitacdo do giro
denteado e do corno de Amon e suas camadas especificas com a histoquimica para

a lectina Wisteria floribunda. No corno de Amon a marcacao histoquimica demonstra
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claramente a separacdo das regides em CAl, CA2 e CA3, com uma intensa
marcacdo em CA2. Note que a distribuicdo das redes perineuronais é diferente ao
longo do eixo antero-posterior, com uma maior quantidade de redes na seccao

rostral quando comparada a sec¢cédo mais caudal, principalmente em CAl e CA3.
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CA3

CA1

Figura 3-. Fotomicrografia em 3.2X de uma secc¢éo coronal rostral (A), intermediéria (B) e caudal (C) corada com lectina Wisteria floribunda e contracorada
com cresil violeta. As setas indicam o limite de CA2 distinguido dos outros campos hipocampais pela marcacdo mais intensa. Notar laminacdo bem diferente
no giro denteado (DG) quando comparada a do Corno de Amon. Escala: 5mm.
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A Figura 4 ilustra em baixo (Objetiva 3.2X, Figura 4 D) e médio aumentos
(Objetiva 10X, Figura 4 A — C) detalhes arquitetbnicos importantes a partir de uma
seccao coronal rostral. Notar as diferencas arquitetdnicas reconhecidas prontamente
pela distribuicdo distinta das redes e da neurdpila em cada subregido do hipocampo
do Cebus apella. Da andlise qualitativa pode ser observado que CA2 possui
marcacdo mais intensa do que CAl1 e CA3, com maior niumero de redes que se
dispdem bem proximas umas das outras (Figura 4B). Em CAl e CA3 as redes

encontram-se mais afastadas umas das outras e menos ramificadas (Figura 4 A e

Figura 4 - Fotomicrografia em 3.2X de uma seccao coronal rostral (D) corada com lectina Wisteria
floribunda e contracorada com cresil violeta. Inser¢ges com aumento de 10X de CAl (A), CA2 (B) e
CA3 (C). Escala em D: 500 um e escala em A-C 25 um.
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Na Figura 5 ilustra-se detalhes da estrutura ramificada das redes perineuronais,
revelando que se pode classifica-las em dois grandes grupos de acordo com suas
caracteristicas morfologicas: redes do tipo 1 e redes do tipo 2. Um terceiro tipo de
distribuicdo muito escassa no hipocampo pode eventualmente ser encontrado
(Figura 8). As redes do tipo 2 (apontada pela seta na Figura 5) se caracterizam por
envolver o soma neuronal e alguns ramos dendriticos primarios fracamente
marcados. As do tipo 1 (marcadas com asterisco na Figura 5) se caracterizam por
envolverem o soma, dendritos primarios, secundarios e eventualmente outros
dendritos de ordem superior. As do tipo 3 envolvem o corpo celular neural e parte
proximal do dendrito primario apresentando morfologia somatodendritica mais
variavel e contornos mais densos do tipo “cotton wool-like” (malha de algodao) ao
redor do soma (Figura 8). A contracoloracdo pelo Nissl revela a presenca de
neurdnios de tamanhos variados com nucléolo evidente e numerosas células da glia

com cromatina formando grumos numerosos e dispersos.
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Figura 5 - Fotomicrografia em grande aumento de uma secc¢do coronal rostral de CAl
reagida histoquimicamente para a lectina Wisteria floribunda e contracorada com cresil
violeta. A seta branca aponta para uma rede do tipo 2 e o asterisco identifica rede do tipo 1. A
cabeca de seta branca aponta para uma célula glial e as duplas setas pretas para neurdnios.
Escala: 25 pm
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Figura 6 - Fotomicrografia em 60X de uma secgéo coronal rostral de CAl
reagida histoquimicamente para a lectina Wisteria floribunda e contracorada
com cresil violeta, ilustrando uma rede perineuronal do tipo 1. Escala: 25 pm.

Na figura 6 podemos identificar uma rede perineuronal Tipo 1, de morfologia
similar a células ndo-piramidais, envolvendo o soma, partes proximal de dendritos e
segmentos de neurbnios nao piramidais com um contorno intenso ao redor do
revestimento da Matriz.

Na figura 7 podemos identificar uma rede perineuronal Tipo 2, envolvendo célula
de morfologia similar a células piramidais, onde a marcacdo para a lectina Wisteria
floribunda € menos intensa. Normalmente a rede que envolve essas células inclui o
segmento inicial do axbnio e a parte proximal do dendrito apical em concordancia
com descricao prévia (Wegner et al., 2003).



Figura 7 - Fotomicrografia em 60X de uma secg&o coronal rostral de CAL
reagida histoguimicamente para a lectina Wisteria Floribunda e contracorada
com cresil violeta, mostrando a rede perineuronal do tipo 2. Escala: 25 um.

A figura 8 ilustra a rede perineuronal do tipo 3 com matriz de distribuicéo
extracelular de distribuicdo difusa e marcacdo mais intensa, pouco presente no
corno de Amon.

. . L
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Figura 8 - Fotomicrografia em 60X de uma seccéo coronal rostral de
CA1 reagida histoquimicamente para a lectina Wisteria floribunda e
contracorada com cresil violeta, ilustrando a rede perineuronal do tipo 3.
Escala: 25 pm.
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4.1.2- Analises Quantitativas pelo Fracionador Optico

Para a contagem de redes perineuronais, utilizou-se zona de guarda de 2 um
e altura do dissector de 10 ym. Na tabela 1 observa-se os parametros experimentais
e resultados da contagem de redes perineuronais (RP’s) em CA1, CA2 e CA3 do
hipocampo de quatro exemplares de Cebus apella utilizando o fracionador optico.
Em todas as areas (piramidal de CA3, CA2 e CAl) foi utilizado o mesmo protocolo
para a contagem pelo fracionador 6ptico com caixa de contagem de 155 X 115 e a
caixa da matriz amostral de 155 X 115, escolhido para incluir na contagem todos os
objetos contidos nas &rea de interesse, resultando num asf de 1 (um). O tsf médio
variou de 0, 55 em CA3, a 0,54 em CA2 e CALl. O ssf para todas as areas foide 1 a
cada 10 seccbes (1/10). O numero de caixas de contagem variou de 1870 a 2580,
com média de 2226 em CA3, de 1110 a 1258 com média de 1180 em CA2 e 1781
a 2145 com média de 1994 para CA1l. O numero de secgdes incluidas na contagem
nao variou entre os sujeitos e correspondeu a um total de 17. A média de
marcadores (redes efetivamente contadas) ficou em 2404, 6827 e 2219 para CA3,
CA2 e CAl, respectivamente. A quantidade média total estimada de RP's e seus
respectivos desvios padrdo variou em CA3, CA2 e CAl e correspondeu
respectivamente a 44.754 + 4.207, 133.428 £ 7.624 e 42.763 + 6.148



Tabela 1- Parametros experimentais e resultados da contagem de redes perineuronais (> Q) em CA1, CA2 e CA3 do hipocampo
de quatro exemplares de Cebus apella utilizando o fracionador (’)ptico(l).

Sujeitos @ a(caixa) A(x.y) asf tsf ssf No. de No. de Q N
(umz) (uUm?) caixas de seccbes
contagem
Redes Perineuronais
CA3
MP1 155 x 115 155 x 115 1 0.59 +0.06 1/10 2100 17 2272 40.471
MP2 155 x 115 155 x 115 1 0.52 +0.05 1/10 1870 17 2275 45.654
MP3 155 x 115 155 x 115 1 0.59+£0.05 1/10 2353 17 2827 50.201
MP5 155 x 115 155 x 115 1 0.53+0.07 1/10 2580 17 2243 42.686
CA2
MP1 155 x 115 155 x 115 1 0.58 £ 0.08 1/10 1205 17 7136 133.198
MP2 155 x 115 155x 115 1 0.49 £ 0.05 1/10 1110 17 6029 127.057
MP3 155 x 115 155 x 115 1 0.58 £ 0.05 1/10 1258 17 7297 129.247
MP5 155 x 115 155x 115 1 0.50+0.06 1/10 1148 17 6842 144.210
CAl
MP1 155 x 115 155 x 115 1 0.59+£0.08 1/10 1914 17 1979 35.785
MP2 155 x 115 155 x 115 1 0.49 + 0.06 1/10 1781 17 2341 49.778
MP3 155 x 115 155 x 115 1 0.58 + 0.04 1/10 2145 17 2618 45.527
MP5 155 x 115 155 x 115 1 0.50 £ 0.07 1/10 2136 17 1938 39.959

YArea da caixa de contagem, a(caixa); dimensdes de X, Y, A(X,Y ); asf, fracdo amostral da area da grade [a(caixa)/A(X, Y)]; tsf,
fracdo amostral da espessura da seccdo calculada como a razdo entre a altura da caixa dividida pela espessura da seccao:
h/espessura da seccdo; ssf, fracdo amostral do nimero de seccdes. @ Todas as avaliacBes foram feitas com objetiva
planapocroméatica 60X (N.A. 1.4; D.F. 0,75um).
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Note que os niumeros em CA2 sdo aproximadamente 3 vezes mais elevados do
gue em CA1l e CA3 a despeito do volume de CA2 que é aproximadamente a metade
do volume de CA1 e CA3, como observado na tabela 2.

Na tabela 2 apresenta-se as estimativas de volumes planimétricos unilaterais
individuais do hipocampo do Cebus apella, estimativas numéricas e de espessura
das seccles correspondentes utilizadas nas contagens de redes perineuronais na
camada piramidal e oriens. A espessura média e o respectivo desvio padrao
encontrado foi de 18,10 £ 1,24 para CAS3, 18,88 = 1,59 para CA2 e 18,87 + 1,93 para
CA1, mostra pouca diferenca entre as espessuras.

Ja em relacéo ao volume, a camada piramidal e oriens de CA3 apresenta o dobro
do volume em CA2 e o volume em CAL é aproximadamente 70% a maior que CA2,
sendo o volume médio e o respectivo desvio padrao de 19,97 + 2,93 para CA3 com
coeficiente de erro médio (CE) de 0,025, para CA2 de 10,18 + 0,60 e CE de 0,04 e
para CAl de 17,67 + 1,67 e CE de 0,0325. O coeficiente de variacdo biolégico para
o volume foi de 97,11% em CA3, 53,74% em CA2 e 88,13% em CAL.

As médias das estimativas de todas os tipos de redes perineuronais somadas e
seus respectivos desvios padréo foram de 44.753 + 4.207 em CAZ3, foi de 133.428 *
7.624 em CA2, de 42.762 + 6.148 em CAl e CE (Scheaffer) médio de 0,03. O
coeficiente de variacdo biolégico para a estimativa numérica das RP's foi de
84,94%em CA3, 57,80% em CA2 e 96,76%em CAL.



Tabela 2- Estimativa de volumes planimétricos unilaterais individuais do hipocampo do Cebus
apella, espessura das seccdes e estimativas numéricas totais de redes perineuronais na camada

Piramidal e Oriens.
Sujeitos Espessura Volunz1e CE N
(um) (mm°)
Redes Perineuronais

CE (Scheaffer)

Piramidal e Oriens de CA3

MP1 17,04 + 2,41 19,13 0,04 40.471 0,045828
MP2 19,32 + 2,10 16,24 0,02 45.654 0,031947
MP3 17,03 + 1,65 21,61 0,02 50.201 0,036646
MP5 19,02 + 2,81 22,90 0,02 42.686 0,031491
Média 18,10+ 1,24 19,97 0,025 44.753 0,036478
SD 2,9378564 4.207,0576
Vv’ 0,021642 0,008837
CE’ 0,000625 0,001331
CE*/CV? 0,029 0,15
cvB® 0,021017378 0,007506234
CVB*(%CV?) 97,11% 84,94%
Piramidal e Oriens de CA2
MP1 17,65 + 2,88 10,48 0,04 133.198 0,035696
MP2 20,27 2,20 9,60 0,04 127.057 0,034257
MP3 17,35+ 1,56 10,88 0,04 129.247 0,036184
MP5 20,24 + 3,00 9,78 0,04 144.210 0,042322
Média 18,88 + 1,59 10,185 0,04 133.428 0,037115
SD 0,5989713 7624,0424
Vv 0,003459 0,003265
CE’ 0,0016 0,001378
CE*/CV? 0,46 0,42
cvB® 0,001858518 0,001887419
CVB*(%CV?) 53,74% 57,80%
Piramidal e Oriens de CA1
MP1 17,14 + 3,01 17,01 0,03 35.785 0,028669
MP2 20,72 2,76 15,62 0,04 49.778 0,025152
MP3 17,27 + 1,40 19,06 0,03 45.527 0,025089
MP5 20,35 + 2,95 19,00 0,03 39.959 0,024615
Média 18,87 + 1,93 17,67 0,0325 42.762 0,025881
SD 1,6672407 6148,3708
V2 0,0089 0,020672
CE’ 0,001056 0,00067
CE*/CV? 0,12 0,032
cvB® 0,007843968 0,020002463
CVB*(%CV?) 88,13% 96,76%

CVB% = V- CEZ; CV,coeficiente de variagao; CVB, coeficiente de variagdo bioldgica, N: nimero

de redes; SD, desvio padrao.
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Na tabela 3 ilustra-se a distribuicdo das redes perineuronais na camada piramidal
e oriens de CA3, CA2 e CALl de acordo com os tipos de redes. As redes do tipo 2
S840 muito mais numerosas que as do tipo 1, e as redes do tipo 3 sdo raras em todas
as camadas. Quando comparadas em suas camadas, as redes do tipo 2 sao 3
vezes mais presentes em CA2 que em CAl e CA3, a estimativa numérica média e
desvio padrao das redes do tipo 2 sdo de 40.550 *+ 3.814 em CA3, 124.283 + 6.592
em CA2 e 35.481 + 5.561 em CAL e coeficiente de variacao biolégica de 98,43% em
CA3, 97,23% em CA2 e 99,49% em CAL.

As redes do tipo 1 em CA2 sao aproximadamente duas vezes maiores que em
CA3 e aproximadamente 26% a mais em CAL, com a estimativa numérica e desvio
padrédo de 4.159 + 657 em CA3, 9.032 £ 2.038 em CA2 e 7.163 £ 1.493 em CAl, e
coeficiente de variacdo biologica de 96,79% em CAS3, 98,58% em CA2 e 98,68% em
CAl. Ja as do tipo 3 como sédo muito raras e as vezes possuem apenas 1 marcador

por sec¢ao nao tem validade estatistica.
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Tabela 3 - Estimativas numéricas da contagem de redes perineuronais (3> Q-) para os tipos 1 e 2 em CAl1, CA2 e CA3 do hipocampo de quatro exemplares de Cebus
apella utilizando o fracionador éptico(1).

Sujeitos

CA3
MP1
MP2
MP3
MP5
Média
SD
cVv?
CE?
CE’/ICV?
CcvB?
CVB?(%CV?)

CA 3
MP1
MP2
MP3
MP5

Média
SD
cVv?
CE?
CE’/ICV?
CVB?
CVB?(%CV?)

zQ

179
216
254
242

2092
2053
2572
2000

N

3.188
4.334
4.510
4.605
4.159
657,14144
0,1579733
0,0050636
0,032
0,1529098
96,79%

37.265
41.199
45.673
38.062
40.550
3814,372
0,094066
0,001479
0,016
0,092587
98,43%

(Schcéiffer) olod a (Schcéiffer)
Redes Perineuronais do Tipo 1
CA2
0,076602 375 6.999 0,055776
0,070553 459 9.673 0,05278
0,071414 444 7.864 0,063676
0,066066 550 11.592 0,054158
0,071159 9.032 0,056598
2038,0515
0,2256381
0,0032033
0,014
0,2224348
98,58%
Redes Perineuronais do Tipo 2
CA?2
0,047967 6756 126.105 0,036939
0,034192 5562 117.215 0,035673
0,038013 6847 121.277 0,036868
0,033642 6288 132.533 0,043892
0,038454 124.283 0,038343
6592,5063
0,0530443
0,0014702
0,028
0,0515741
97,23%

zQ

CAl
292
314
493
394

CAl
1684
2019
2112
1543

CVB®= V- CEZ; CV,coeficiente de variagdo; CVB, coeficiente de varia¢do bioldgica, N: nimero de redes; SD, desvio padréo.

N

5.280
6.676
8.573
8.123
7.163
1493,75
0,2085212
0,0027599
0,013
0,2057613
98,68%

30.451
42.931
36.728
31.814
35.481
5651,184
0,1592715
0,0008136
0,005
0,1584579
99,49%

CE
(Scheaffer)

0,05817
0,056337
0,046294
0,049338
0,052535

0,030366
0,027192
0,028431
0,028105
0,028524
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4.2. — Astrécitos
4.2.1- Andlises Qualitativas
A figura 9 ilustra a imunomarcacdo de astrécitos utilizando anticorpos anti-
GFAP nas camadas piramidal, radiatum e oriens nas regides CAl e CA2-CA3. A
camada piramidal de CA1 (Fig. 9 A) mostrou igualmente uma concentracdo maior de
astrocitos com ramos mais espessos em relacdo a mesma camada em CA2-CA3
(Fig. 9 B). O stratum radiatum de CAl (Fig. 9 D) parece possuir diferencas
morfolégicas importantes no que concerne ao padrdao de marcacdo em relacdo a
mesma equivalente da regido de CA2-CA3 (Fig. 9 E), com um ndamero mais
abundante de astrdcitos na regido de CA2-CA3 e um padréo de ramificacdo mais fino
em CAl. E quando comparada a camada radiatum de CA1 e CA2-CA3 (Fig. 9 D-E)
com a camada piramidal de CA1 e CA2-CA3 (Fig. 9 A-B) observamos uma
guantidade maior de astricitos na camada piramidal, confirmados quantitativamente

na analise pelo fracionador éptico.
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Figura 9 - Fotomicrografia em 3.2X de uma secc¢do coronal rostral (C) corada com GFAP
marcando astrécitos. Fotomicrografias com objetiva de 40X do mesmo corte no stratum piramidal
de CA1 (A) e CA3-CA2 (B) e no stratum radiatum de CA1 (D) e CA3-CA2 (E). Escala em C: 250
pm e escalaem A,B,D e E 25 um.
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A Figura 10 mostra a fotomicrografia do soma de um neurdénio marcado por
Nissl, sendo envolvido pelos ramos de um astrécito marcado pela imunohistoquimica
de GFAP, em diferentes focos, ilustrando que a intima relacdo que o astrécito

mantem com neurdnios ocorre igualmente no hipocampo do Cebus apella.

Figura 10 -
Fotomicrografia em 60X
obtidas a partir de seccdes
imunomarcadas para
GFAP marcando
astrécitos e contracorada
com Nissl para ilustrar um
neurdnio no stratum
radiatum de CA3 em
diferentes focos. Escala:
25 um.

4.2.2- Analises Quantitativas pelo Fracionador Optico

A tabela 04 ilustra os parametros de contagem e o numero de astrocitos
contados por animal na regido do hipocampo propriamente dito, nas regides CAl e
CA2/CA3, nas camadas piramidal e estratos radiatum e oriens.

Para a contagem de astrocitos, utilizou-se a zona de guarda de 1 um e altura
do dissector de 8 ym e o tamanho das caixas de contagem permaneceram iguais
para todas as areas de 145 X 75. A matriz de contagem no stratum radiatum de CA1l
foi de 190 x105, (asf = 0,55), enquanto que nas demais areas a matriz de contagem
foi de 300 X 150 (asf = 0.25). O tsf médio da piramidal de CAl1 e CA2/CA3 e
radiatum de CA1 foi de 0,33, e no oriens de CA1 e CA2/CA3 e radiatum de CA2/CA3
foi de 0,32. O ssf para todas as &reas foi de 1 a cada 10 secc¢des (1/10 ou 0,1). As
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caixas de contagem tiveram média de 489, 239 e 873 na piramidal, oriens e
radiatum de CA1l e 732, 358 e 545 na piramidal, oriens e radiatum de CA2/CAS.
Foram contadas 16 (dezesseis) sec¢bes em 3 (trés) macacos e 15 (quinze) seccdes
em 1 (um) macaco. A média de marcadores ficou em 2.722, 1.324 e 3.576 para
piramidal, oriens e radiatum de CAl e 5.257, 2.417 e 3.558 na piramidal, oriens e
radiatum de CA2/CA3, respectivamente. A quantidade média de astrdcitos e seus
desvios padréo foram estimados em 343.233 + 61.437, 169.518 + 27.309 e 197.102
+ 45.525 na piramidal, oriens e radiatum de CA1l respectivamente e 651.001%
43.646, 303.500 + 15.570, e 442.218 + 82.820 na piramidal, oriens e radiatum de
CA2/CA3.



49

Tabela 4- Parametros experimentais e resultados da contagem de astrécitos (3 Q) em CAl, CA2 e CA3

do hipocampo de quatro exemplares de Cebus apella utilizando o fracionador ()ptico(l).

Sujeitos
2)

MP2
MP3

MP4
MP5

MP2
MP3
MP4
MP5

MP2
MP3
MP4
MP5

a(caixa)
(Hm?)

145 x 75
145 x 75

145 x 75
145 x 75

145 x 75
145x 75
145x 75
145 x 75

145x 75
145 x 75
145x 75
145 x 75

Ax.y)
(umg)

300 x 150
300 x 150

300 x 150
300 x 150

300 x 150
300 x 150
300 x 150
300 x 150

190 x 105
190 x 105
190 x 105
190 x 105

asf

0.25
0.25
0.25
0.25

0.25
0.25
0.25
0.25

0.55
0.55
0.55
0.55

tsf

Piramidal CA1
0.36 +0.01
0.27 £ 0.01
0.28 +0.01
0.41 +0.02

Oriens CAl
0.36 +0.01
0.27 £0.01
0.27 £0.02

0.41 +0.03

Radiatum CA1
0.36 +0.01
0.27 £0.01
0.28 £0.01
0.41 +0.02

ssf

1/10
1/10
1/10
1/10

1/10
1/10
1/10
1/10

1/10
1/10
1/10
1/10

No. de
caixas de
contagem

372
652
517
417

171
332
260
194

678
1221
865
728

No. de
seccdes

15
16

16
16

15
16
16
16

15
16
16
16

zQ

2685
2854
2044
3307

1302
1290
1283
1423

3617
3674
2155
4859
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Tabela 4 (Continuacdo) Parametros experimentais e resultados da contagem de astrécitos (3 Q) em
CAl, CA2 e CA3 do hipocampo de quatro exemplares de Cebus apella utilizando o fracionador

optico™.

Sujeitos a(caixa)
? (Hm?)

Piramidal CA3-CA2

MP2 145 x 75
MP3 145 x 75
MP4 145 x 75
MP5 145 x 75
Oriens CA3-CA2
MP2 145 x 75
MP3 145 x 75
MP4 145 x 75
MP5 145 x 75
Radiatum CA3-CA2
MP2 145 x 75
MP3 145 x 75
MP4 145 x 75
MP5 145 x 75

A(x,y)
(um%

300 x 150
300 x 150
300 x 150
300 x 150

300 x 150
300 x 150

300 x 150
300 x 150

300 x 150
300 x 150
300 x 150
300 x 150

asf

0.25
0.25
0.25
0.25

0.25
0.25
0.25
0.25

0.25
0.25
0.25
0.25

tsf

0.36 = 0.02

0.27 £0.01
0.28 £0.01
0.41+0.03

0.35+0.02

0.27 £0.01
0.28 +0.02
0.41+0.02

0.36 +0.02
0.27 £0.01
0.28 +0.01
0.40+ 0.03

ssf

1/10
1/10
1/10
1/10

1/10
1/10
1/10
1/10

1/10
1/10
1/10
1/10

No. de
caixas de
contagem

665
795
661
808

298
416
357
361

531
467
616
569

No. de
seccdes

15
16
16
16

15

16
16
16

15
16
16
16

zQ

5862
4321
3983
6862

2413
2074
2124
3058

4036
2152
3571
4475

WArea da caixa de contagem, a(caixa); dimensdes de X, Y, A(X,Y ); asf, fragdo amostral da area da
grade [a(caixa)/A(X, Y)]; tsf, fracdo amostral da espessura da sec¢éo calculada como a razéo entre a
altura da caixa dividida pela espessura da seccdo: h/espessura da seccéo; ssf, fracdo amostral do
namero de seccoes. @ Todas as avaliacfes foram feitas com objetiva planapocromatica 60X (N.A.

1.4; D.F. 0,75um).
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A tabela 5 contém as estimativas de volumes planimétricos unilaterais individuais
e médios do hipocampo do Cebus apella, estimativas numéricas e de espessura das
seccOes imunomarcadas para contagem de astrécitos. A espessura média e o
respectivo desvio padrao encontrado foi de 24,86 + 4,99, 24,84 + 5,00 e 23,61 + 5,18
para piramidal, oriens e radiatum de CAL, 24,87 + 4,93, 24,87 £ 4,65 e 24,87 £ 4,70
para piramidal, oriens e radiatum de CA2/ CA3 demonstrando pequena variacao
entre as espessuras. Ja em relacdo aos volumes planimétricos o valor médio e o
respectivo desvio padrdo estimados foram os seguintes: 11,10 = 2,87 com
coeficiente de erro médio (CE) de 0,035, na piramidal de CA1; 2,92 + 1,09 e CE de
0,035, no oriens de CAL; 8,51 + 2,28 e CE de 0,04, no radiatum de CA1 enquanto
gue na piramidal de CA2/CA3 foi de 16,17 + 2,20 e CE de 0,047, no oriens de
CA2/CA3 de 4,89 £ 0,97 e CE de 0,035 e no radiatum de CA2/CA3 de 12,18 + 1,87 e
CE de 0,06. O coeficiente de variacdo biolégico para o volume foi de 93,29%,
99,12% e 97,77% na piramidal, oriens e radiatum de CAl e 87,86%, 96,89% e
84,79% na piramidal, oriens e radiatum de CA2/CA3 demonstrando que em todas
essas medidas a variacdo encontrada é fruto majoritario da variabilidade individual,
validando nossos procedimentos metodoldgicos.

Os valores médios das estimativas do numero de astrécitos, desvio padrédo e CE
(Scheaffer) em CA1l foram respectivamente de 343.233 + 61.437 e 0,026 na
piramidal, 169.518 + 27.309 e 0,051 no oriens e 197.102 + 45.525 e 0,022 no
radiatum enquanto que em CA2/CA3 foi de 651.001 £ 43.646 e 0,022 na piramidal,
303.500 + 15.570 e 0,039 no oriens e 442.218 + 82.820 e 0,025 no radiatum. O
coeficiente de variacdo biolégico para a estimativa numérica de astrocitos foi de
96,79% na piramidal, 89,89% no oriens e 99,08% no radiatum em CAl e 89,13% na
piramidal, 40,53% no oriens e 98,07% no radiatum em CA2/CA3. Note que a
contribuicdo pequena para a variagcdo encontrada no stratum oriens a partir da
variabilidade individual ndo compromete a escolha dos parametros experimentais
utilizados para a contagem dessa camada por conta da variagdo metodologica

induzida de apenas 4% (coeficiente Scheaffer = 0.039).



Tabela 5- Estimativas de volumes planimétricos unilaterais individuais do hipocampo
do Cebus apella, estimativas numéricas e de espessura correspondentes de

astrocitos.

Sujeitos

Piramidal CA1

MP2
MP3
MP4
MP5

Média
SD
Vv
CE’
CE*/CV?
cvB®
CVB*(%CV?)

Oriens CA1l
MP2
MP3
MP4
MP5

Média
SD
V2
CE’
CE*/CV?
cvB®
CVB*(%CV?)

Radiatum CA1

MP2
MP3
MP4
MP5

Média
SD
cVv?

CE’
CE*/CV?
cvB®
CVB(%CV?)

Espessura
(um)

22,15+1,22
29,53+1,34
28,52 +1,80
19,20 + 1,09
24,86 + 4,99

22,06+ 1,02
29,56+ 1,34
28,54+ 2,29
19,22 +1,77
24,84 + 5,00

22,04 +1,00
29,40 +1,25
28,41+1,71
19,40+ 1,01
23,61+5,18

Volume CE
(mm?)
Astrécitos
8,42 0,03
14,95 0,03
11,57 0,04
9,49 0,04

11,1075 0,035
2,876205544
0,067051299
0,004495877
0,067051299
0,062555422

93,29%

1,73 0,03
4,12 0,04
3,53 0,03
2,34 0,04
2,9275 0,035
1,091799
0,139089
0,001225
0,008807335
0,137863607

99,12%

6,60 0,04
11,74 0,04
8,48 0,04
7,25 0,04
8,5175 0,04
2,2854084
0,071995
0,0016
0,022223713
0,07039517
97,77%

N

307.295
433.739
302.679
329.220
343.233
61437,76302
0,032039894
0,001026555
0,032039894
0,031013339
96,79%

148.569
196.569
189.359
143.574
169.518
27.309,122
0,025953
0,002625
0,101133389
0,023328084
89,89%

182.344
248.023
141.918
216.123
197.102
45525,887
0,05335
0,000491
0,009204804
0,052858965

99,08%

CE (Scheaffer)

0,026834
0,020845
0,028217
0,030133
0,026507

0,052614
0,038835
0,051068
0,06241
0,051232

0,022558
0,017393
0,025036
0,023654
0,02216

CVB? = CV2- CE2; CV,coeficiente de variagao; CVB, coeficiente de variagdo bioldgica, N: nimero

de redes; SD, desvio padrao.
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Tabela 5 (Continuacado). Estimativas de volumes planimétricos unilaterais individuais

do hipocampo do Cebus apella,

estimativas numéricas e de espessura

correspondentes de seccdes imunomarcadas para identificacdo de astrocitos.

Sujeitos

Espessura

(um)

Piramidal CA3-CA2

MP2
MP3
MP4
MP5
Média
SD
Vv’

CE’
CE’/CV?
cvB®
CVB*(%CV?)
Oriens CA3-CA2

MP2
MP3
MP4
MP5
Média
SD
Vv’

CE’
CE’/CV?
cvB®
CVB*(%CV?)

22,13+1,45
29,50+ 1,25
28,53+1,19
19,34 +1,38
24,87 £ 4,93

22,47 +1,41
29,22 +1,25
28,28+ 2,03
19,52 +£1,25
24,87 + 4,65

Radiatum CA3-CA2

MP2
MP3
MP4
MP5

Média
SD
Vv’

CE’
CE*/CV?
cvB®
CVB*(%CV?)

21,96+ 1,62
29,24+1,21
28,49+ 1,26
19,80+ 1,76
24,87 £ 4,70

Volume
(mm?)

14,76
17,49
13,90
18,56
16,1775
2,2056953
0,01859
0,002256
0,12137214
0,016333271
87,86%

3,56
5,87
5,20
4,94
4,8925
0,970889
0,03938
0,001225
0,031107
0,038155
96,89%

11,73
9,82
14,20
13,01
12,1875
1,875302
0,023676
0,0036
0,152051
0,020076
84,79%

CE

0,05
0,03
0,06
0,05
0,0475

0,05
0,03
0,03
0,03
0,035

0,05
0,05
0,08
0,06
0,06

N

669.769
658.561
588.042
687.633
651.001
43.646,903
0,004495
0,000489
0,108743915
0,004006319
89,13%

280.222
312.345
311.945
309.490
303.500
15570,24
0,002632
0,001565
0,594652
0,001067
40,53%

459.100
327.278
524.964
457.532
442.218
82.820,34
0,035075
0,000675
0,019251
0,0344
98,07%

CE (Scheaffer)

0,022022
0,021183
0,02482

0,020412
0,022109

0,04011
0,032039
0,038886
0,047209
0,039561

0,02396
0,02723
0,024305
0,028446
0,025985

CVB* = CcV- CEZ; CV,coeficiente de variacdo; CVB, coeficiente de variacdo bioldgica, N: nimero

de redes; SD, desvio padrao.
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4.3. Andlise Quantitativa Comparada da Distribuicdo de Redes Perineuronais e

Astrocitos

A comparacao direta das estimativas de astrdcitos e redes perineuronais nas
varias camadas e areas do hipocampo revelaram proporcdes significativamente
diferentes. Por exemplo, quando se considera a soma do numero médio de
astrécitos nas camadas piramidal e oriens de CAl1 em comparacdo ao numero
medio de redes estimadas em CAl nas mesmas camadas, observa-se em meédia
12.2 vezes mais astrocitos do que redes enquanto que em CA3-CA2 essa proporcao
cai para 5.4 vezes. Nao se detectou, entretanto correlacdo simples entre o nimero
de redes e o numero de astrécitos havendo portanto a necessidade de se aumentar
o0 numero de animais contados (hoje restrito a quatro) para explorar melhor essa

possibilidade.

5. DISCUSSAO

No presente trabalho estimou-se pelo fracionador 6ptico o numero de
astrocitos e de redes perineuronais nos campos hipocampais CAl, CA2 e CA3 do
Cebus apella encontrando-se proporcionalmente maior numero desses elementos
em CA2-CA3 do que em CAL. A andlise dos astrdocitos tendo em conta o volume de
cada camada em cada regido revelou que independentemente da area, € a camada
piramidal a que mais concentra esses elementos. Por outro lado a contagem do
namero total de redes perineuronais limitada as camadas piramidal e oriens dos
campos hipocampais revelou que a despeito do volume de CA2 (duas vezes menor)
0 numero de redes nessa area € cerca de 3 vezes maior do que o encontrado em
CAl ou CA3.

5.1 Células Gliais no Hipocampo do Cebus apella.

Estimativas do numero de células gliais realizadas anteriormente no macaco
Rhesus (Macaca mulatta) revelaram que a camada piramidal de CAl daquela

espécie contém em média 2.25 x10° de células gliais enquanto que a piramidal de



55

CA2/CA3 contem 1.05 x10° (Christensen et al., 2007) distribuidas em volumes
correspondentes de 23,45 e 7,40 mm?. Por outro lado, Guerreiro-Diniz et al., 2010
encontrou valores estimados para as camadas equivalentes do hipocampo do Cebus
apella de 0.66 x 10° em CAL1 e 0.87 x 10° para CA2/CA3 em volumes de 15.69mm?
para CAl e 13.59mm? para CA2-CA3. Assim a camada piramidal de CA1 e CA2-
CA3 somadas na espécie Macaca mulatta contem 2.2 vezes mais células da glia do
gue a camada equivalente no Cebus apella. Como os macacos do Velho e do Novo
Mundo divergiram em linhas evolutivas separadas cerca de 35 milhdes de anos
atrds (Schrago and Russo, 2003; Poux et al., 2006), o numero de células da glia e o0s
volumes das camadas hipocampais ndo precisam necessariamente ser oS mesmos.
Realmente os volumes estimados para a camada piramidal de CA1 e CA2-CA3 e 0
namero de células da glia em comparacdo aos numeros equivalentes no macaco
Rhesus séo significativamente diferentes (Christensen et al., 2007; Guerreiro-Diniz
et al., 2010).

Entretanto nada se pode dizer ainda acerca do numero de astrécitos no
hipocampo do macaco Rhesus por ndo haver um unico trabalho utilizando método
sem viés, baseado em estereologia, que tenha utilizado marcador seletivo para essa
populacao glial. De qualquer modo, no presente trabalho as contagens de astrécitos
nas mesmas camadas e areas de interesse foram respectivamente 0,35 x 10° em
CA1 e 0.65 x 10° em CA2-CA3. Quando esses nlimeros sdo comparados ao nimero
total de células da glia estimados por (Guerreiro-Diniz et al., 2010) nas camadas
correspondentes, encontra-se que 0s astrocitos representam respectivamente 53% e
74% das células da glia em CA1 e CA2-CA3. As contagens de astrécitos limitadas
as camadas de CA2-CA3 revelou que a soma do numero de astrécitos (1.396.720) é
guase 2 vezes maior do que o total de astrécitos estimado em CA1 (709.853) ainda
que os volumes de CA2 e CA3 somados (33,26mm3) representem apenas 30% a
mais do que o volume de CAl (22,55mm3). Entretanto, em numeros absolutos de
todas as camadas passiveis de serem distinguidas na contagem dos astrécitos no
corno de Amon é a piramidal que contem o maior nimero deles, tanto em CAl
(343.233) quanto em CA2/CA3 (651.001), entretanto, a piramidal de CA2/CA3
possui quase o dobro de CAl. Além disso quando somadas as estimativas dos
astrocitos em CAl e CA2/CA3, a piramidal (994.234) tem um numero maior de

astrocitos que o estratos radiatum (639.320) ou oriens (473.018). E necessario
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considerar entretanto que o volume somado das estimativas de CA1 e CA2/CA3 na
piramidal foram de 27,27 mm?, no radiatum de 20,71 mm? e no oriens de 7,82mm?®
indicando que em numeros relativos € o0 stratum oriens 0 que mais concentra

astrocitos no hipocampo do Cebus apella.

Um outro aspecto importante a ser comparado € a relagdo neurénio/glia para
se avaliar se existe correlacao estreita entre a frequiiéncia de neurdnios e 0 numero
de astrocitos. Nesse caso, diferente do valor de 1.7 encontrado para a as medidas
realizadas na camada piramidal de CA1 do hipocampo da espécie Macaca mulatta
(Christensen et al.,, 2007), a relagdo neurdnio/glia no Cebus apella nessa mesma
camada foi de 0.87(Guerreiro-Diniz et al., 2010). Levando em conta essa mesma
relacdo, agora aplicada de forma seletiva as estimativas dos astrocitos do presente
trabalho e sua relagcdo com o nimero de neurdnios da camada piramidal (Guerreiro-
Diniz et al., 2010; Guerreiro-Diniz, 2010), a relacdo neurdnio/astrocito na camada
piramidal de CA1 é de 1.61 e na piramidal de CA2-CA3 de 0.85. Importante ressaltar
gue a relacdo neurdnio/astrécito cai para metade em CA2-CA3, a despeito do
volume de CA2-CA3 ser 2mm® menor do que o volume de CA1 (Guerreiro-Diniz et
al., 2010; Guerreiro-Diniz, 2010) e do ndmero de neurdnios ser praticamente o
mesmo na piramidal de CAl1 em comparagdo a soma daqueles nas camadas
piramidais de CA2-CA3. Isso sugere que ndo ha uma correlacéo linear direta entre
namero de neurbnios e numero de astrocitos no hipocampo do Cebus apella.
Realmente quando se compara o numero de astrocitos nas camadas onde a
ocorréncia de neurbnios é escassa com a piramidal onde o0s neurdnios sao
freqUentes, levando-se em conta o volume de cada uma delas, encontram-se indices
de 40.2 x 10° /mm?® para a piramidal, 62 x 10®/mm? para o stratum oriens e 36 x 10°

/mm? para o stratum radiatum.

5.2 Redes Perineuronais do Hipocampo do Cebus apella

No gque concerne as redes perineuronais ndo ha resultados que tenham se
dedicado a estimar sua distribuicdo em primatas tornando impossivel a anélise
comparativa dos achados do presente trabalho com o de outras espécies.
Entretanto, a imensa maioria das redes perineuronais esteve concentrada nas
camadas piramidal e oriens com predominancia absoluta das redes do tipo 2. Além

disso foi na regido de CA2 que encontramos o maior numero desses elementos.



57

Nesse contexto, os estudos funcionais dedicados a compreender a contribuicao
regional para as funcdes hipocampais tem se dedicado em larga extensdo a CAl e
CA 3 e negligenciado CA2 (Zhao et al., 2007). CA2 tem sido descrito em todas
espécies como a estreita zona celular interposta entre entre CA1 e CA3 e que a
semelhanca de CAl, ndo recebe aferéncias musgosas, possuindo marcadores
neuroquimicos distintos (Seress et al., 1993; Sakurai and Kosaka, 2007). Além
disso, CA2 aparenta possuir mecanismo especial de regulacdo da concentracao de
célcio que reduz a plasticidade sinptica (Simons, 2009). Em CA2, alguns dos
componentes da matriz extracelular sdo encontrados em maior abundancia do que
em CAl e CA3 (Bruckner et al., 2003) e véarios genes sao diferencialmente
expressos nos neurbnios de CA2 (Lein et al., 2005). Se tais caracteristicas sdo de
fato reproduzidos em CA2 do hipocampo do Cebus apella e a maior concentracéo
de glicosaminoglicanos é também um sinal de plasticidade sinaptica reduzida
(Pizzorusso et al., 2002), protecdo contra a extincdo de memadrias (Gogolla et al.,
2009) e resisténcia a lesdo, CA2 deve representar uma regido com grande

relevancia para estabilizacdo de memodria.

5.3. Proporgdes Neurdnio/Glia no Hipocampo e Habilidades Cognitivas.

Tendo em vista as diferencas significantes entre a relacdo neurdnio glia no
hipocampo do Cebus apella e Macaca mulatta € interessante comparar as
capacidades cognitivas dessas espécies. Para muitos investigadores as notaveis
habilidades cognitivas do Cebus apella constituem evidéncia de que a despeito da
grande separacdo filogenética a maioria de seu complexo comportamento €
reconhecido nos grandes macaco assim como na sub-familia Cercopithecinae que
inclui o macaco Rhesus (Visalberghi et al., 1995; Fragaszy et al., 1997). Como
exemplo dessa habilidades, tem sido sugerido que o macaco prego desenvolveu
todas as caracteristicas necessarias para 0 uso de ferramentas durante o
comportamento exploratorio em busca de comida e que essa habilidade pode ser
usada para modelar o aparecimento do desenvolvimento de tecnologia em primatas
humanos primitivos (Westergaard and Suomi, 1997; Cleveland et al., 2004; de
Resende et al., 2008). De fato o uso de ferramentas, além das habilidades motoras
de manipulacdo associadas, requer intenso interesse em objetos novos e uma

tendéncia natural a explorar novos ambientes (Visalberghi, 1990) e o
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reconhecimento da novidade associada a essas tarefas envolve o hipocampo e o
giro denteado (Hunsaker et al., 2008; Manns and Eichenbaum, 2009; Rolls, 2010).
Para avaliar esses comportamentos baseados no paradigma da novidade um
namero significativo de tarefas hipocampo-dependentes usando reconhecimento de
objetos e memdria espacial foram aplicados com sucesso ao Cebus apella (Janson,
1998; De Lillo et al., 2007; Poti et al., 2010) e ao Macaca mulatta (Bachevalier, 2008;
Pascalis et al., 2009; Rolls, 2010), confirmando que ambas as espécies apresentam
todos 0s requisitos necesséarios para o desenvolvimento do uso de ferramentas
mesmo que em diferente extensdo e proficiéncia. E possivel que as diferencas
anatdbmicas gquantitativas encontradas em (Guerreiro-Diniz et al., 2010; Guerreiro-
Diniz, 2010) e no presente trabalho possam contribuir pelo menos em parte para
explicar as diferencas nas performances cognitivas encontradas nessas espécies

previamente reportadas por outros autores ja referidos neste trabalho.

5.4 Limitacdes Técnicas ndo Estereoldgicas

Um dos alvos do presente trabalho foi estimar o nimero de astrocitos dentro
de um determinado volume de tecido equivalente as camadas do hipocampo usando
investigacdo estereoldgica sem viés. Como em todos os casos onde se utiliza
microscopia para realizar tais estimativas, ndo € possivel contar todas as células
dentro da regiao de interesse. Para contornar essa limitacao e obter estimativas que
se aproximem dos valores reais a partir de fracdes amostrais minimas, € necessario
a utilizacdo de contagem sistematica e aleatoria dos objetos de interesse incluindo a
terceira dimensao. Essa alternativa assegura a estimativa adequada do numero total
de células dentro da area de interesse a partir do numero de células detectadas em
cada caixa de contagem da amostra e da probabilidade amostral (Schmitz and Hof,
2005). Ainda assim, 0 maximo que se pode pretender com esse procedimento é
realizar estimativas que se aproximam ao maximo do valor esperado (Cruz-Orive,
1994; Schmitz, 1998).

Seguindo esses principios, existem dois métodos estereoldgicos: o
fracionador Optico j4 descrito e o método que estima o numero total de células
multiplicando a densidade média de células pelo volume da regido de interesse
(Schmitz and Hof, 2000). Em estudo recente, entretanto, ficou evidente que as

estimativas do numero total de objetos de interesse obtidas a partir do fracionador
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optico, sdo do ponto de vista estatistico e do ponto de vista do esforco empreendido,
mais eficientes do que as estimativas a partir da densidade e volume (Schmitz and
Hof, 2000) Além disso, avaliou-se igualmente varias maneiras de se estimar o erro
em amostras simuladas por computador de modo a encontrar uma maneira de
calcular o coeficiente de erro que mais se aproximasse do erro verdadeiro.
Comparando o coeficiente de erro verdadeiro para grandes amostras simuladas por
computacdo, com o calculado por diferentes métodos, encontrou-se que o0
coeficiente de Scheaffer € o que mais se aproxima do erro verdadeiro (Glaser and
Wilson, 1998).

Por conta do fato de que o coeficiente de erro de Scheaffer representa a variacédo
devida a incerteza metodoldgica intrinseca, é esperado e desejavel que ele sempre
contribua menos para a variacao total do que a variagdo biolégica. Isso é alcancado
respeitando a relacdo: CE?/CV?<0.5, onde CE é o coeficiente de erro devido a
incerteza metodoldgica intrinseca e CV = Desvio Padrdo / Média. No presente
trabalho a relacdo CE%/CV? esteve na maioria dos casos abaixo de 0.5, minimizando
a probabilidade de erros procedimentais durante as contagens (Slomianka and
West, 2005). Nos casos onde isso ndo foi respeitado CE?/CV? = 0.59, a variacéo
introduzida pela metodologia equivaleu a 6% e foi acompanhada igualmente de uma
variacdo bioldgica pequena, tornando a aplicacdo da regra sem sentido. A outra
maneira que se empregou para se avaliar os erros relacionados a escolha da matriz
amostral foi o céalculo da variacéo biolégica definida como: CVB? = CV? — CE? (onde
CE, coeficiente de erro; CV coeficiente de variacdo; CVB, coeficiente de variagao
biolégica) expresso em valor percentual do coeficiente de variacdo. Considera-se
gue o coeficiente de erro € adequado sempre que ele contribui menos do que a
variacao bioldgica para o coeficiente global de variacéo.

Entretanto mesmo com todos esses cuidados, a incerteza nas estimativas
ainda permanece e é decorrente de outras fontes de erro possiveis como aqueles
introduzidos pelos pré-supostos do observador, pelas alteracfes induzidas nas
seccOes pelo processamento do tecido, pela ambiglidade no reconhecimento de
areas ou dos objetos de interesse e pela definicAo ambigua dos planos de foco

superior e inferior da seccéao.
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CONCLUSAO

Eram objetivos do presente trabalho:
1) Descrever a distribuicdo laminar dos astrécitos e das redes
perineuronais em CAl, CA2 e CA3 do Cebus apella;
2) Estimar o numero total de astrocitos e das redes perineuronais
presentes nas diversas camadas de CAl, CA2 e CA3 utilizando o método do
fracionador éptico.

Nossos objetivos foram cumpridos e os dados colhidos introduziram
conhecimento novo acerca da estrutura quantitativa do hipocampo do Cebus apella.
Ainda que baseado em uma pequena amostra (n=4), nossas andlises foram
suficientes para estimar o nimero médio de astrdcitos e de redes perineuronais e 0s
volumes correspondentes das camadas hipocampais que 0s contem com
coeficientes de variacdo aceitaveis levando em consideracdo a variabilidade
individual expressa pelo coeficiente de variacdo bioldgica. Entretanto, uma vez que
no grande grupo de primatas neotropicais este € o primeiro trabalho dedicado a
guantificar os astrocitos e as redes perineuronais no hipocampo utilizando método
sem viés baseado em estereologia, € imperioso que estudos comparativos
envolvendo outras espécies sejam realizados para abordar com maior profundidade

as relacdes anatomicas quantitativas com as habilidades cognitivas.
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