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Resumo

Introdugao: Evidéncias anteriores de nosso laboratério sugerem, apds analise
comparativa entre roedores e primatas, uma possivel base para que os primatas
apresentem maior capacidade de integracédo entre diferentes estruturas do sistema
nervoso central, o que poderia contribuir para explicar as diferentes capacidades
apresentadas por esses animais em relacdo as demais ordens. Objetivos: Em
busca de evidéncias mais sélidas que pudessem corroborar aqueles achados, o
presente trabalho realizou analise comparativa do padrao de expressao da proteina
c-Fos em estruturas encefalicas neocorticais de ratos e saguis, empregando uma
técnica quantitativa mais robusta e avaliando um numero maior de estruturas.
Métodos: Foram utilizados 27 ratos (Wistar) e 21 saguis (Callithrix jacchus)
eutanasiados em diferentes tempos apds crise convulsiva induzida pelo antagonista
GABAérgico pentilenotetrazol (PTZ), e distribuidos entdo entre os grupos controle
(animais sem crise); grupo PTZ 0,5h; 1, 2, 3, 6, 9 e 12h pos-PTZ. O material
bioldgico foi processado através de técnica de imunohistoquimica para c-Fos e a
contagem histolégica das células expressando a proteina foi realizada pela técnica
de estereologia, através do programa Stereolnvestigator®. Resultados: Os saguis
apresentaram expressao mais intensa e duradoura da proteina c-Fos, chegando a
ser 5x mais intensa e perdurando até 3h a mais do que a expressao nos ratos.
Ainda, a expressdo nos ratos apresentou padrdes semelhantes de expressao de
acordo com a fungéo das estruturas (fungbes associativas, corticais e motoras), que
nao foi observada para saguis. Conclusao: Os resultados presentes neste estudo
podem indicar que o encéfalo dos saguis, se comparado ao dos ratos, além de
apresentar mecanismos mais complexos de ativacido neuronal, apresenta também
estruturas com maior nivel de especializagdo, evidenciadas pelas diferencas
funcionais que foram medidas pela expressao de c-Fos. Ainda que esperadas, estas
diferengas funcionais ndo haviam até o momento sido caracterizadas, e podem
contribuir para o entendimento das diferentes capacidades de processamento

neuronal destas ordens de mamiferos.

Palavras-chave: c-Fos, primatas, ativagao neuronal, estereologia
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Abstract

Introduction: Previous evidence from our laboratory indicate a potential mechanism
that might support the fact that primates exhibit greater cogntive integration capacity
as a result of the activation of different structures of the central nervous system, as
compared to rodents. The current study might contribute to explain the different
neural processing capacities presented by these animals as compared to other
mammal orders. Aims: To search for stronger evidence that could confirm our
previous findings here we analyzed the patterns of c-Fos expression in neocortical
structures of rats and marmosets using a more robust quantitative technique and
evaluating a larger number of brain areas. Twenty-seven rats (Wistar) and 21
marmosets (Callithrix jacchus) were euthanized at different times after seizures
induced by the GABAergic antagonist pentylenetetrazol (PTZ), and then distributed
among the control groups (animals without seizures); PTZ group 0.5h; 1, 2, 3, 6, 9
and 12h after PTZ induction. The biological material was processed for the
immunohistochemical detection of c-Fos and the cell count was performed by means
of the stereology technique with a Stereolnvestigator® program. Results: Marmosets
had a c-Fos expression that was notably stronger (5x) and longer (up to 3 hours)
than rats. Yet, the expression in rats presented similar patterns of expression
according to the function of the structures (associative, cortical and motor functions),
which was not observed for marmosets. Conclusions: Our results provide evidence
that the marmoset brain has a greater neuronal activation after intense stimulation by
means of PTZ and a more complex pattern of brain activation, which are indicative of
a brain structure with a higher degree of specialization than that seen for rats.
Although expected, these functional differences had never been characterized
before, and may contribute for the understanding of the different neuronal processing

capacities of these mammals orders.

Keywords: c-Fos, primates, neuronal activation, stereology
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1 INTRODUGAO

O encéfalo é o o6rgao diretamente responsavel pela organizacdo do
comportamento. Diferentes areas no sistema nervoso desempenham diferentes
funcbes e o desempenho nestas funcbes varia enormemente nas diferentes
espeécies animais, mesmo quando nao dependentes de aspectos motores ou
sensorios especificos de cada espécie animal. Nesta linha diz-se, por exemplo, que
os elefantes nunca esquecem. Mesmo que essa frase em si possa ser desprovida
de base cientifica, haveriam mecanismos que ocorrem a nivel bioquimico no
encéfalo, que permitiiam o desenvolvimento das diferentes habilidades
apresentadas entre espécies?

Na busca da resposta a questionamentos deste género — de quais processos
neurais podem estar envolvidos nestes aspectos de evolucdo e diversidade - a
comunidade cientifica utiliza estudos de analise comparativa entre espécies com o
intuito de evidenciar diferengas anatémicas, histolégicas, de atividade encefalica ou
no padrao de comportamento que possam contribuir para este entendimento.

Considerando que os roedores representam a mais numerosa ordem de
mamiferos, e a ordem dos primatas € onde se insere a espécie humana, o estudo
comparativo do padrdo de expressao de genes e proteinas apos exposicdo destas
ordens a um mesmo estimulo, € uma abordagem altamente promissora para a
compreensao dos mecanismos que podem estar envolvidos em um aspecto critico
para a evolugado: o desenvolvimento e especializagao cortical, ja que a expresséo de
determinados genes ou proteinas pode promover mudancas plasticas e adaptativas
especificas das células nervosas. A hipotese que impulsiona estes estudos é a de
que, para os primatas apresentarem uma evolugcao cortical tdo diferenciada em
relagcdo aos roedores, deve haver mudangas de expressdo génica nos ancestrais
comuns que fizeram, portanto, os roedores e os primatas evoluirem para suas
respectivas linhagens (Matsunaga et al., 2015).

Entretanto, apesar de bastante promissora, evidencias de comparacado da
expressao génica ou protéica entre roedores e primatas ndo tem sido um objeto
central de analise na literatura neurocientifica. Todavia, um estudo recente de nosso
laboratorio (Barros et al., 2015) realizou analise comparativa da expressao protéica
de um gene de expressao imediata (c-fos) entre essas ordens, que demonstrou para

os primatas expressao mais intensa e duradoura do que para os roedores, 0 que



poderia indicar, de acordo com os autores, uma maior capacidade de integracao
entre diferentes estruturas do sistema nervoso central dos primatas, e em termos de
comportamento esses achados poderiam contribuir para explicar as diferentes
capacidades dos primatas em relagdo as demais ordens. Em virtude disso, o
presente trabalho busca evidéncias que também possam contribuir de maneira
significativa, através da analise comparativa da expressédo da proteina c-Fos entre
ratos e saguis, em praticamente todo o neocortex destas duas espécies.

O gene c-fos, assim como sua proteina especifica c-Fos, sdo amplamente
descritos na literatura cientifica como marcadores de atividade neuronal universal
(Kaczmarek, 2002), podendo sua expressao ser induzida por diversos estimulos
(nocicepcao, exposicdo a luz apds privagao, estresse, injegao intraperitoneal de
agentes quimicos como pentilenotetrazol e metrazol, entre outros) em inumeras
estruturas encefalicas, sendo as mais relatadas as subregides hipocampais (giro
denteado, CA1 e CA3), amigdala, corpo estriado, cortex piriforme e cortex visual
(Dragunow e Robertson, 1987, 1988; Hunt et al.,1987; Morgan et al., 1987; Harris,
1996; Prado e Del Bel, 1998; Chaudihuri et. al., 2000). Ainda ha um grande interesse
no estudo da expressao de c-Fos em estruturas encefalicas apds tarefas cognitivas,
de memoria e condicionamento, como condicionamento aversivo (Kaczmarek e
Nikolajew, 1990; Savonenko, 1999), esquiva inibitéria (Zhang et al., 2000),
condicionamento apetitivo (Heurteaux et al., 1993; Carretta et al., 1999), tarefas de
memoria e reconhecimento espacial(Vann et al., 2000), e de reconhecimento visual
(Zhu et al., 1995).

A expressdo de c-Fos pode ser, portanto, induzida pelo agente quimico
pentilenotetrazol (PTZ), e este sendo um antagonista GABAérgico (antagonista dos
receptores de GABA - acido gama-aminobutirico) minimiza a atividade das
aferéncias inibitérias no sistema nervoso causando ativagdo exacerbada,
inespecifica e generalizadade células nervosas. Essa condicdo é caracterizada
clinicamente por uma crise convulsiva. Pode-se afirmar, portanto, que durante uma
crise convulsiva ha intensa expressao do gene c-fos, assim como de sua proteina
especifica, como resultado do influxo exacerbado de sédio e calcio no neurdnio, que
promove ativagao das quinases, mediadoras da expressado (Kovacs, 1998; Cruz et
al., 2013).

Considerando que tanto primatas como roedores expressam c-Fos apds crise
convulsiva (Dragunow e Robertson, 1987; Morgan et al.,1987; Salle, 1988; Simler et



al., 1994; Mello et al.,1996; Malhi et al., 2014), este estudo se propds a comparar
de maneira quantitativa (por meio de técnica de estereologia, usando o programa
Stereolnvestigator®) o padrao de expressao da proteina c-Fos apds estimulacéo
com pentilenotetrazol (PTZ) em ratos e saguis, em regides neocorticais de fungdes
associativas, sensoriais € motoras, na busca de dados que possam contribuir para

explicar as diferentes habilidades apresentadas dentre essas ordens de mamiferos.

1.1 Objetivos

» Mapear o padrdo de expressao da proteina c-Fos em ratos e saguis apos
hiperestimulacdo encefalica induzida por meio do agente quimico

pentilenotetrazol;

» Comparar as diferencas e semelhancas no padrao de expressao da proteina

c-Fos entre estas espécies.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PTZ, inibigao ténica e o modelo de crise convulsiva

A homeostase do sistema nervoso depende de um equilibrio entre circuitos
excitatorios e inibitérios. Tanto a estimulacdo de sistemas excitatérios ativa o
sistema nervoso e gera a expressao de c-Fos, como também o bloqueio de sistemas
inibitorios (portanto desinibicdo) gera a expresséo de c-Fos. Em suma, a excitagao
direta ou remocao/supressao da inibicado sao equivalentes em termos de ativagao do
sistema nervoso (Cronin et al., 2004; Jonas e Buzsaki, 2007; Lee e Maguire, 2014).

As transmissdes sinapticas inibitérias estdo envolvidas, portanto, na
regulacdo da excitabilidade neuronal, sendo que, no sistema nervoso central de
mamiferos, estas sinapses inibitérias sdo mediadas por dois neurotransmissores: a
glicina e o acido gama-aminobutirico (GABA). A glicina € o neurotransmissor
inibitério predominante na medula espinhal, enquanto que no encéfalo,
principalmente no hipocampo e neocortex, o GABA é mais abundante (Cronin et al.,
2004; Jonas e Buzsaki, 2007). As sinapses inibitérias GABAérgicas (mediadas pelo
neurotransmissor GABA) estdo mais frequentemente associadas aos receptores
ionotropicos GABA-A que, quando ativados, promovem a abertura de canais de
cloreto e influxo deste ion no interior dos neurbnios, que desencadeia uma
hiperpolarizagado neuronal, estado em que é pouco provavel que o neurdnio gere um
potencial de acao, sendo portanto inibitério (Pirker et al., 2000; Huang et al., 2001).

Portanto, os sistemas que estdo ativamente inibidos pela sinalizacao
GABAérgica associada a receptores ionotrépicos GABA-A, onde esta inibigdo é o
estado basal, estdo sob inibicdo tdnica (Jonas e Buzsaki, 2007; Lee e Maguire,
2014). O pentilenotetrazol - estimulo utilizado neste estudo — é um antagonista
GABAérgico, que age nos canais de cloreto diminuindo o influxo deste ion no
neurénio (Cl-), o que impede ou minimiza a influéncia das sinalizagdes inibitérias,
resultando portanto na desinibicdo do sistema e causando um aumento massivo na
excitabilidade central, tendo como consequéncia uma expressdo potente e
generalizada de c-Fos (Huang et al., 2001; Cronin et al., 2004).

Esse aumento massivo na excitabilidade central, consequéncia da ativacao

neuronal exacerbada provocada pelo PTZ, € manifestado clinicamente pela crise



convulsiva (Huang et al., 2001). Ap6s administragc&o intraperitoneal ou subcutanea
de PTZ, primatas e roedores apresentam crises convulsivas ténico-clénicas com
duracdo média de 1 a 3 min (Barros et al., 2014). A laténcia entre a administragao
intraperitoneal de PTZ e o inicio das crises foi registrada para diferentes espécies,
sendo em camundongos, na dose de 50 mg/kg, 14 a 24 minutos (Brito et al., 2006),
em ratos, dose 50 mg/kg, 2 a 3 minutos e em saguis, também na dose 50mg/kg, 10
a 18 minutos (Barros et al., 2014). Com o intuito de categorizacao de intensidade da
crise convulsiva, Racine propds, em 1972, uma escala com os sintomas que
caracterizam os estagios da crise, sendo estes: estagio | - automatismos faciais;
estagio Il - movimentos faciais e clonia de cabeca; estagio Il - clonia dos membros
anteriores; estagio IV - elevagdo do tronco sobre as patas traseiras (rearing) e
elevagao da cauda (straub); estagio V - clonia generalizada com perda postural.

Na literatura, s&o inumeros os estudos que empregam o PTZ como método
para indugao de crise convulsiva (Dragunow e Robertson, 1988; Holmes et al., 1999;
Huang et al., 2002; Zhao e Holmes, 2006; Syndler et al., 2009; Malhi et al., 2014;
Barros et al.,, 2015), talvez pelas varias caracteristicas que permitem sua alta
reprodutibilidade: os efeitos convulsivantes ja foram caracterizados para varias
espécies, como camundongos, ratos, gatos e primatas; pode ser administrado por
via subcutanea, intravenosa e intraperitoneal; as crises sdo usualmente induzidas
por uma unica aplicacado, sendo as crises confiaveis, de facil constatagao visual e
com baixo indice de mortalidade (Zhao e Holmes, 2006). Estas caracteristicas do
PTZ, somadas as suas propriedades farmacolégicas no sistema nervoso central,
fazem com que este seja um método largamente empregado na pesquisa cientifica.
De fato, o trabalho fundamental descrevendo o emprego do gene c-fos e sua
proteina especifica c-Fos como marcadores de atividade neuronal, empregou um
analogo do PTZ, o metrazol, como meio de indugdo de excitacdo do sistema

nervoso (Morgan et al., 1987).

2.2 c-Fos como marcadora de ativagao neuronal

Genes que apresentam ativacdo imediata e transiente apds estimulacéo
celular e cuja expressdo nao pode ser impedida por inibidores da sintese de

proteinas, constituem a classe dos IEGs, os genes de expressado imediata (Sheng e



Greenberg, 1990). A descoberta dos IEGs e suas respectivas proteinas, em 1985,
trouxe ao estudo funcional do sistema nervoso central uma nova perspectiva, pois a
analise da ativagao destes genes permitem o mapeamento da atividade neuronal
apo6s um estimulo especifico e, através da imunohistoquimica convencional, analisar
os efeitos pela marcacdo da proteina expressa, considerando o0s aspectos
qualitativos e quantitativos (Lima, 2008).

Acredita-se que estes IEGs codificam fatores de transcricdo (FT),
responsaveis por regular a expressao de diversos outros genes, conhecidos como
genes-alvo. A expressao destes genes-alvo pode promover mudangas plasticas e
adaptativas especificas, alterando o fendtipo da célula em questdo (Sheng e
Greenberg, 1990). Assim sendo, os FT estdo relacionados a desempenhar papel
importante em diversas fungdes do sistema nervoso, dentre elas, apoptose (Smeyne
et al., 1993); memdria (Bourtchuladze et al., 1994); regeneracédo axonal (Schaden et
al., 1994) e sincronizagao dos ritmos biolégicos (Wollnick et al., 1995).

Envolvidos nestas fungdes estdo varios IEGs, sendo que um dos mais
estudados é o c-fos. O gene c-fos codifica a proteina nuclear c-Fos, que € um fator
transcripcional induzido (ITF) (Curran e Morgan, 1987). Essa proteina tende a formar
heterodimeros ou homodimeros e se liga a uma regido promotora do DNA
conhecida como sitio AP-1 (Angel et al, 1988; Ryzeck e Bravo, 1991). A ligacdo com
elementos do DNA e a interagdo do mesmo com o RNAmM nos permite dizer que c-
Fos ativa a expressdo de genes tardios. Além disso, a c-Fos sendo um fator
transcripcional, atua em conjunto com outros fatores transcripcionais constitutivos
como CREB (Ca+/AMPc) e fator de resposta ao soro (SRF), que sao ativados por
fosforilagdo (Herrera e Robertson, 1996; Zimmermann e Herdegen, 1994). Estas
caracteristicas permitem explicar por que c-fos € tdo importante, pois pode estar
envolvida na regulagcdo da expressdo de um grande numero de outros genes
(Kaczmarek, 2002).

Estudos descrevem que a expressdo de c-Fos € mediada por quinases,
sendo as extracellular signal-regulated kinase (ERK) e mitogen-activated protein
kinase (MAPK) dependentes da fosforilagao do fator do complexo ternario (ELK1) a
fator de resposta ao soro (SRF), ou ainda da fosforilagdo via quinase ribosomal S6
(RSK), do AMP ciclico (cAMP) ao responsive element-binding protein (CREB),
resultando em promotores de c-Fos (Cruz et al., 2013; figura 1). A ativacao neuronal

destas quinases (ERK/MAPK) requere o influxo de altos niveis de calcio para o meio



intracelular, de maneira consistente (ndo esporadica), através dos receptores
glutamatérgicos NMDA (NMDARSs, receptores N-Metil-D-Aspartato) ou pelos canais
de calcio voltagem dependentes (VSCCs) (Hardinghamet al., 2001; Deisseroth et al.,
2003; Thomas e Huganir, 2004; Cohen e Greenberg, 2008). Tanto os inputs
glutamatérgicos excitatérios, quanto os inputs GABAérgicos inibitérios sdo capazes

de induzir forte ativacado neuronal (Cohen e Greenberg, 2008).

Neuronal activity
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Figura 1 | Mecanismo e regides reguladoras da expressdao da proteina c-Fos. Principais
elementos reguladores da expressao de c-Fos: extracellular signal-regulated kinase (ERK),
mitogen-activated protein kinase (MAPK), fator do complexo ternario (ELK1), fator de resposta ao
soro (SRF), quinase ribosomal S6 (RSK), responsive element-binding protein (CREB), receptores
N-Metil-D-Aspartato (NMDARSs,), canais de calcio voltagem dependentes (VSCCs). Adaptada de
Cruz e colaboradores (2013).

Existem hipoteses de que a expressao de c-Fos é decorrente de uma soma
ou integracdo da atividade neuronal dependente do influxo de calcio para o meio

intracelular, de segundos a minutos, e que somente atividade forte e consistente,



nesse meio tempo, seria capaz de aumentar os niveis de calcio a um patamar
suficiente para indugéo da expressao de c-Fos (Cruz et al., 2013).

Os niveis da proteina c-Fos e RNAm de c-fos sdo muito baixos em condigdes
basais. De maneira bastante simplificada ao mecanismo ja descrito, a expressao
neuronal aumentada resulta da estimulagdo de receptores de membrana, com
posterior aumento de segundos mensageiros e ativagdo das quinases. O padrao
temporal desta ativagao é bastante uniforme. Um aumento no RNAm é observado
dentro de poucos minutos apds a chegada do sinal a membrana celular, entdo a
proteina é acumulada, e isto ocorre aproximadamente entre 30 e 90 min. Ambos
aumentos - de RNAm e proteina - s&o transitérios (Kaczmarek, 2002).

Devido as condigdes em que a proteina c-Fos € expressa, esta € amplamente
utilizada na pesquisa cientifica como marcadora de atividade neuronal universal
(Kaczmarek, 2002), portanto s&o inumeros os estudos que descrevem a expressao
desta proteina em diversas regides do sistema nervoso central de roedores, quando
da exposigao do animal a diversos tipos de estimulos, como exemplos: expressao
no giro denteado, coértex piriforme e cingulado, assim como no hipocampo e sistema
limbico, 90 minutos apds o estimulo com metrazol, um analogo do PTZ (Morgan et
al., 1987); expressdo nas subregides hipocampais (giro denteado, CA1 e CA3),
amigdala, corpo estriado e cértex piriforme, pela indugdo de crise convulsiva com
PTZ (Dragunow e Robertson, 1987, 1988); na formagao hipocampal e glandula
pineal, pelo estresse (Del Bel et al, 1993; Tietze et al, 1994), no coértex visual, pela
exposicao a luz apés privagao (Chaudihuri et. al., 2000); no hipotalamo, cortex
piriforme e nucleos da rafe, pelo estimulo nociceptivo (Hunt et al.,1987; Harris, 1996;
Prado e Del Bel, 1998). Entretanto, em comparagado aos estudos que utilizaram
roedores, sao poucos os estudos descritos na literatura que utilizam a indugédo da
expressao de c-Fos em primatas. Dentre estes estdo os de Asin e colaboradores
(1996) e Svenningsson e colaboradores (2000) que demonstraram expressao de c-
Fos aumentada na por¢ao medial do nucleo caudado, talamo, regidao supramamilar,
nucleo acumbens e borda ventricular do estriado, apds administragao de anfetamina
em duas espécies de primatas, os saguis € macaco cynomolgos; e o estudo de Kazi
e colaboradores (2003), que observa aumento da expressao de c-Fos nos nucleos
habenulares laterais de primatas apds enucleacao.

Ademais destes trabalhos, ha um grande interesse no estudo da expressao

de c-Fos em estruturas encefdlicas apds tarefas cognitivas, de memodria e



condicionamento, que constataram: expressao aumentada de c-Fos em subdivisbes
da amigdala de ratos (cortical, medial, lateral e basolateral), apds tarefa de esquiva
(Savonenko, 1999); expressdao aumentada do RNAm de c-fos e da proteina c-Fos no
cortex perirrinal e hipocampo de ratos e camundongos quando expostos a um novo
ambiente ou situagdes novas, assim como experimentos de fuga e esquiva ativa
(Zhu et al, 1997; Anokhin et al., 2002); aumento da expressao de c-Fos no nucleo
basal de Meynert (nbM) e em hipocampo de ratos, apos treinamento de esquiva no
escuro (Cammarota et al., 2000; Zhang et al., 2000); aumento nos niveis de c-Fos
em todos as subregides hipocampais (giro denteado, CA3, CA1, subiculos dorsal,
ventral e caudal) apds tarefas de memodria e reconhecimento espacial (Vann et al.,
2000). Estes e outros estudos sugerem fortemente que a expressdo de c-fos/Fos
pode desempenhar um papel fundamental na aprendizagem (Kaczmareck, 2002)

principalmente quando o animal é exposto a situagdes novas.

2.3 Estudos comparativos entre roedores e primatas

O estudo das diferencas no padrao de expressao de genes e proteinas € uma
abordagem altamente promissora para a compreensdo dos mecanismos envolvidos
no desenvolvimento e diferenciagdo entre espécies (Kozian e Kirschbaum, 1999).
Uma das vertentes destes estudos consiste em utilizar estas comparagdes do
padrao de expressao como ferramenta para diferenciar o sistema nervoso de uma
espécie em relacao a outra, a fim de buscar caracteristicas que pudessem contribuir
no entendimento de evolugéo e diversidade (Takahata et al., 2006; Watakabe et al.,
2007; Yamamori, 2011; Matsunaga et al., 2013, 2015).

O que impulsiona estes estudos € o questionamento de que, para os primatas
apresentarem uma evolugao cortical tao diferenciada em relacdo aos roedores, deve
haver mudangas genéticas nos ancestrais comuns que fizeram, portanto, os
roedores e os primatas evoluirem para suas respectivas linhagens (Matsunaga et al.,
2015). Estas mudangas na expressao génica, que levaram roedores e primatas a
evoluirem para sua propria espécie, podem ser decorrentes de mecanismos
genéticos inatos, mecanismos de regulagdo da expressao génica e/ou mecanismos

epigenéticos, todos envolvidos em um aspecto critico da evolugédo: o
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desenvolvimento e especializagdo cortical (Takahata et al., 2006; Watakabe et al.,
2007; Garfield e Wray, 2010; Yamamori, 2011; Matsunaga et al., 2013, 2015).

Sao descritas na literatura evidéncias de que os mecanismos genéticos inatos
controlam aspectos importantes do desenvolvimento cortical, como a neurogénese,
orientagdo axdnica, formacéo de sinapses e maturagao neuronal, pela regulagao da
expressao de fatores de transcricdo, da secrecdo de moléculas ou de proteinas
transmembrana (Rakic, 2009; Greig et al., 2013). A regulagdo da expressado génica
também é descrita como um importante mecanismo no processo evolutivo, ja que
diferengcas minimas no tempo de ativagdo ou no nivel de atividade de apenas um
unico gene podem promover mudangas nas interagdes regulatorias, resultando em
alteracdes nos processos de desenvolvimento e, portanto na forma e fungado dos
organismos (Wray, 2007; Garfield e Wray, 2010; Prescott et al., 2015). Por fim, os
mecanismos epigenéticos também agem de forma significativa no desenvolvimento
encefalico: fatores ambientais, como ambientes enriquecidos, foram relacionados a
inducao de neurogénese no hipocampo de ratos adultos (Deng et al., 2010); assim
como ratos jovens criados em ambientes enriquecidos apresentaram maior volume
encefalico (Jenks et al., 2013); e para humanos e macacos o tamanho de areas
corticais especificas aumentaram, mesmo quando adultos, apds aprendizagem de
tarefas cognitivas complexas (Draganski et al., 2004; Boyke et al., 2008; Driemeyer
et al., 2008; Quallo et al., 2009).

Ainda € importante ressaltar que descritos na literatura, existem diversos
estudos de analise comparativa entre espécies que, com uma abordagem a nivel
anatbmico e histolégico, tém avangado na contribuicdo do entendimento das
diferentes capacidades apresentadas por primatas e roedores. Um estudo que tem
avangado de maneira significativa, € o de Herculano-Houzel e colaboradores (2006,
2007), que demonstra que o tamanho do encéfalo ndo é um indicador confiavel do
numero de neurdnios, ja que nestes estudos, os autores observam que a relagao
entre o tamanho do encéfalo e o numero de neurbnios — portanto, densidade
neuronal — em roedores € sempre menor do que a observada para as espécies de
primatas que apresentam encéfalos de tamanho similar ou mesmo menores (figura
2).
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Figura 2 | Tamanho do encéfalo ndo é um indicador confiavel do nimero de neurdnios
entre espécies. Devido as diferentes regras de escala celular que regem o encéfalo de roedores
e primatas, os primatas com tamanho do encéfalo similar, ou ainda de tamanho menor que os
roedores, sempre apresentam maior numero de neurdnios. Adaptada de Herculano-Houzel
(2009).

Neste contexto, muitos achados importantes obtidos de estudos comparativos
entre roedores e primatas demonstram que o cértex dos primatas, além de mais
desenvolvido, também apresenta maior complexidade nos niveis histologicos,
funcionais e de conectividade neural, o que faz este tipo de estudo ser altamente
importante para o avangco do entendimento das diferentes caracteristicas de
cognigdao e comportamento apresentadas entres estas espécies (Herculano-Houzel
et al., 2007; Collins et al., 2010; Fietz et al., 2010; Kaas, 2012; Visel et al., 2013).



12

3 METODOS

Para realizagao deste trabalho, foi utilizado material biolégico proveniente da
pesquisa da pds-graduanda Vanessa Novaes de Barros (2014), do programa de
pos-graduagdo em Neurociéncias da Universidade Federal de Sdo Paulo, cedidos
pela mesma de acordo com as implicagbes éticas e ndo sendo necessario o uso ou
sacrificio de novos animais além daqueles que ja haviam sido processados. O
material biologico obtido estava acondicionado em solucdo anti-freezing em ultra
congelador a -80°C. No presente trabalho foram realizadas as etapas de selegdo das
fatias a serem analisadas, o processamento imunohistoquimico pela técnica
convencional avidina-biotina imunoperoxidase, a montagem das laminas e posterior
contagem das células através de analise estereolégica pelo programa

Stereolnvestigator®.

3.1 Animais

Foram utilizados 21 saguis (Callithrix jacchus) machos, que pesavam entre
250 e 400g, idade de 1 a 2 anos, provenientes do Departamento de Areas Verdes
(DEPAVE) e de outras entidades oficialmente registradas no IBAMA e 27 ratos
(Rattus norvegicus da cepa Wistar) também machos, que pesavam entre 250 a
400g,idade de 8 a 9 semanas, provenientes do CEDEME (Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Biologia e Medicina). Os saguis
foram alimentados em dois periodos diarios; no primeiro periodo com frutas diversas
(banana, maga, e duas frutas da época) e no segundo periodo com ragao e
suplemento de ovo, atum ou queijo. Os ratos foram alimentados em dois periodos
com racao (Nuvilab®). Todos os animais foram mantidos em condi¢cbes controladas
de temperatura (25£2°C), em ciclo claro-escuro de 12h, com inicio do ciclo as 7h,
tendo livre acesso a agua.

Os protocolos utilizados para obtengdo do material biolégico foram aprovados
pelo Comité de Uso Etico e Cuidado dos Animais da UNIFESP (CEP n° 0175/12 ver
anexo A) e pelo Ministério do Meio Ambiente (ver anexo B), que s&o decorrentes da
tese de Barros (2014). O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Uso Etico e
Cuidado dos Animais da UNIFESP (CEP n°® 5474060115 ver anexo C).
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3.2 Grupos

Os animais foram divididos em grupos de acordo com o tempo apds a
administracao de PTZ. Foram realizados experimentos piloto baseando-se em dados
da literatura que demonstram que os picos de expressdo da proteina c-Fos no
encéfalo de ratos e camundongos geralmente ocorrem 1h apds a administragdo do
PTZ (Bisler et al., 2002; Chaudihuri et al., 2000; Morgan et al., 1987). A partir destes
estudos piloto, buscou-se construir grupos com tempos que demonstrassem o inicio
da expressao da proteina, o pico de expressao e o decaimento aos niveis basais,
sendo este o fator determinante para as espécies apresentarem grupos com tempos
diferentes. Portanto, para a determinagcdo do padrdo de expressdo de c-Fos em

ambas as espécies, os grupos foram construidos conforme tabela 1:

Tabela 1 | Grupos Experimentais

Ratos Saguis  Grupos Descrigcao

X X Controle  Correspondem aosanimais anestesiados e eutanasiados
sem administragdo de qualquer veiculo/droga, exceto
anestésicos;

X > Salina Correspondem aos animais que receberam solugao salina e
apos uma hora foram eutanasiados;

X X PTZ 0,5h Animais que receberam PTZ e 30 minutos apds a crise
convulsiva foram eutanasiados;

X X PTZ 1h  Animais que receberam PTZ e 1h apds a crise convulsiva
foram eutanasiados;

X PTZ2h  Animais que receberam PTZ e 2h apds a crise convulsiva
foram eutanasiados;

X X PTZ 3h  Animais que receberam PTZ e 3h apds a crise convulsiva
foram eutanasiados;

X X PTZ6h  Animais que receberam PTZ e 6h apds a crise convulsiva
foram eutanasiados;

X PTZ9h  Animais que receberam PTZ e 9h apds a crise convulsiva
foram eutanasiados;

X PTZ 12h  Animais que receberam PTZ e 12h apds a crise convulsiva
foram eutanasiados;

**Em respeito as normas do comité de ética em pesquisa com animais e visando utilizar o
menor numero possivel de amostras, o grupo salina em saguis ndo foi utilizado, pois em
estudos piloto ndo apresentou diferengas estatisticamente significativas do grupo controle.
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3.3 Hiperestimulagao Encefalica

Os animais foram submetidos as injeg¢des intraperitoneais de PTZ (50mg/kg)
ou de solugéo salina e eutanasiados de acordo com os intervalos de tempo do grupo
ao qual pertenciam, sendo que a contabilizagdo destes intervalos teve inicio no
momento que foi registrada a hiperestimulagao, através da crise convulsiva. Para
tanto, foi considerado como crise convulsiva somente os animais que atingiram o
estagio V da escala de Racine (1972), estagio este caracterizado pela clonia
generalizada de membros com a perda postural, podendo esta crise ser
acompanhada dos sintomas clinicos apresentados nos demais estagios da escala.
Para extracdo do tecido encefalico, os animais foram anestesiados com cetamina
(60mg/kg) e xilazina (15mg/kg) via intraperitoneal e posteriormente foram
decapitados. Neste estudo foram utilizados somente os hemisférios esquerdos do
cérebro dos animais, que apds extragao por craniotomia, foram colocados em tubos
de 30ml contendo solugéo paraformaldeido 4% em PBS (tampéo fosfato 0,01M, pH
7,2, a 4°C) durante 5 dias, e entdao foram posteriormente desidratados por 2 dias ou
mais em solucdo sacarose 30% em PBS para posterior analise imunohistoquimica

para c-Fos.

3.4 Analise Imunohistoquimica

Apos fixacao e desidratacao, os hemisférios esquerdos foram seccionados no
criostato, em cortes coronais de 30um de espessura e acondicionados em solucao
anticongelante (anti-freezing) até o dia do processamento para imunohistoquimica
segundo protocolo de Syndler e colaboradores (2009). Os cortes foram lavados 2x
15min em PBS e incubados em 3% de perdxido de hidrogénio (H202) por 15min e
novamente lavados em PBS. Subsequentemente os cortes foram banhados com
solucdo de 0,3% de Triton x-100 por 30min e incubados com anticorpo primario c-
Fos (rabbit polyclonal ab-5, Calbiochem) na concentragao de 1:5000 (para ratos) e
1:4000 (para saguis) em agitador, por 24h. Foram novamente lavados com PBS e
incubados com anticorpo secundario biotinilado na diluicdo de 1:200 (anti-coelho
feito em cabra, Vector), diluidos em 0,3% de Triton x-100 por 2h, em agitador, na

temperatura ambiente. Posteriormente os cortes foram tratados com solucao do kit
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ABC (complexo avidina-biotina, Vector, 1:100) por 90 min e o produto da reagao foi
intensificado com diaminobenzidina. Os cortes foram montados em laminas
gelatinadas, desidratados em &lcool 70%, 96%, 100% e xilol, e as laminas foram

fechadas com entelan.

3.5 Estruturas Encefalicas Analisadas

Os cortes foram montados em laminas para avaliagdo histologica de um
amplo conjunto de éareas encefalicas, sendo estas o talamo (dividido em seus
subnucleos mediodorsal, laterodorsal, ventrolateral, geniculado medial e lateral), o
corpo estriado (igualmente segmentado em suas sub-divisbes - nucleo caudado e
putdmen), globo palido e substancia negra, assim como a amigdala em seus
subnucleos (cortical, lateral, central, medial basolateral) eos cortices entorrinal,
perirrinal, piriforme, visual, auditivo, somatossensorial, motor e cértex cingulado.

Estas estruturas foram escolhidas de acordo com suas fungbes, sendo o
objetivo contemplar estruturas com fungdes motoras, sensoriais e associativas.
Porém, em analise inicial qualitativa, pode-se verificar que as estruturas com
localizacdo mais medial nos cortes, apresentavam pouca ou nenhuma marcagao de
expressao de c-Fos, independente do grupo ao qual pertencesse, ou ainda,
apresentavam discrepancias de coloragao, por vezes um animal tendo uma forte
marcagao da expressdo e outro animal do mesmo grupo nao apresentando
marcacgao. Estas discrepancias foram registradas para todos os nucleos da amigdala
analisados (cortical, lateral, central, medial, basolateral), assim como os nucleos
taldamicos (mediodorsal, laterodorsal, ventrolateral e nucleos geniculados medial e
lateral) e ainda para o corpo estriado, globo palido e substancia negra. Estas
observagdes da analise qualitativa (figura 3) demonstraram que estas estruturas se
tornaram inviaveis para a analise estereoldgica, pois poderiam gerar resultados nao
confiaveis e portanto, estas estruturas nao foram contabilizadas, tornando este um

trabalho de analise de estruturas do cértex cerebral.
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Figura 3 | Fotomicrografia da amigdala de saguis. A imagem demonstra a grande variagéao
que ocorreu na marcagao da expressao da proteina c-Fos. Pode-se observar que, para duas
estruturas pertencentes ao mesmo grupo (PTZ 1h), a amigdala representada em A teve
marcacgao intensa, ja a apresentada em B ndo teve marcagao alguma. Essa discrepancia se
apresentou em todos os nucleos da amigdala, assim como nos nucleos talamicos, corpo
estriado, globo palido e substancia negra, inviabilizando assim o uso destas estruturas. Escala
de barra 100um.

3.6 Analise Estereolégica

A contagem histoldgica das células expressando a proteina c-Fos nas regides
encefalicas de interesse foi realizada com auxilio do programa Stereoinvestigator®
9.02 32bits (2009 MBF Bioscience - Microbrightfield), integrado a um microscopio
optico Nikon, de alta resolugao, com placa motorizada para os eixos “X”, “y” e “z”. Os
limites das estruturas a serem analisadas foram identificados e delimitados de
acordo com o atlas The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates (Paxinos e Watson,
2013) para os ratos e o Stereotaxic and Chemoarchitectural Atlas of the Commom
Marmoset (Hardman e Ashwell, 2012) para os saguis. As delimitagdes foram
realizadas a partir da imagem de uma objetiva de baixo aumento (2x para ratos e 1x
para saguis). Uma vez delimitada a area de interesse, a mesma foi dividida em
quadrantes (matriz de contagem), sendo que em cada um deles foi posicionada uma
caixa de contagem. As dimensbes da caixa de contagem foram determinadas de
acordo com o numero de células que esta abrangia, sendo de 40 x 40um para
abranger uma média de 5 a 8 células. As dimensdes da matriz de contagem foram
determinadas de acordo com o tamanho de cada estrutura em particular (tabela 2).
Foram contabilizadas trés sec¢des por estrutura, sendo o intervalo entre as secgdes

de 30 a 90um, intervalo registrado no programa para cada estrutura.
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Tabela 2 |Matrizes de contagem

Tamanho da matriz de contagem

Estruturas . .
(eixo x versus eixo y)
Ratos Cortex motor 730 x 350um
Cortex somatossensorial 250 x 250um
Cortices auditivo, visual e cingulado 200 x 200um
Cortices entorrinal e perirrinal 160 x 160um
Cortéx piriforme 180 x 120um
Saguis Cortex motor 660 x 240um
Cortex somatossensorial 350 x 720um

Cortices entorrinal, perirrinal, auditivo,

visual e cingulado 380 x 380um

Cortex piriforme 340 x 310um

A imunomarcagdo para c-Fos foi utilizada como um indicador das células
ativadas. Esta imunorreatividade seletiva para o nucleo celular, associada a
caracteristicas morfolégicas, foram os critérios adotados na contagem, sendo
contabilizados, para o numero total de células c-Fos positivas, somente os nucleos
celulares que apresentaram bordas bem delimitadas, com intenso preenchimento de
cor escura, de tamanho e formato relevantes. A contagem foi realizada em uma
objetiva de grande aumento (40x). O coeficiente de erro (CE), valor estatistico
padrao amplamente usado na estereologia, que representa a acuracia da estimativa
feita pelo procedimento estereoldgico, foi calculado neste trabalho, pelo coeficiente
de erro de Gundersen m=1(Gundersen et al., 1999), com os valores obtidos variando
de 0,1a0,2.

3.7 Analise Estatistica

A analise dos dados foi feita com o software IBM® SPSS® Statistics versao

21.0.0. Comparacgdes entre os dados foram feitas por ANOVA seguido pelo teste

Fisher. O nivel de significancia estatistica estabelecido foi P<0,05 e P<0,001.
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4 RESULTADOS

A hiperestimulagcdo com PTZ seguida da imunohistoquimica para c-Fos
revelou um padrdo de marcagcado muito intenso para o cértex dos ratos e dos saguis,
com o0s nucleos celulares bem marcados e delineados em preto. As células ativadas
estavam distribuidas por toda a extensdo do cortex cerebral, em maior abundancia
nas camadas mais externas do coértex, sendo que em algumas estruturas corticais,
como o cértex piriforme de ratos, estas células apresentaram-se em clusters. As
estruturas subcorticais, como o0s nucleos da base e os nucleos amigdalares e
taldmicos, que também eram objetivos desta avaliacdo, ndo apresentaram, em
analise qualitativa, padrao de coloragao consistente em animais do mesmo grupo,

tornando-se portanto inviaveis para esta avaliagao.

4.1 O Padrao de Expressao de c-Fos em Ratos

Em avaliagdo qualitativa, toda a extenséo cortical dos animais analisados
apresentou expressao intensa da proteina c-Fos, com diferengas observaveis logo
no primeiro tempo de anadlise, 0,5h apds o estimulo. A expressdo basal (grupo
controle) caracteriza-se por um padrdao de marcacdo com células isoladas,
distribuidas ao longo de toda a extenséao cortical. No tempo de 0,5h apds o estimulo,
observa-se nitidamente expressédo (mais intensa) em todas as estruturas, com maior
densidade de células marcadas nas camadas corticais mais externas. Para os
cortices entorrinal, perirrinal, somatossensorial, auditivo e visual (figuras 6 a 10),
mesmo com a maior densidade de células marcadas nas camadas mais externas,
todas as camadas corticais apresentaram marcagdo bem delineada ja no primeiro
tempo apos estimulo. A expresséo intensa e bem delineada pode ser observada
qualitativavemente, para todas as estruturas, até o tempo de 3h pds-PTZ (ver

figuras 4 a 11).
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Figura 4 | Fotomicrografia do padrao de expressao da proteina c-Fos no cértex
motor de ratos. Estdo representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h, PTZ 2h,
PTZ 3h e PTZ 6h. Escala de barra 100um.
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Figura 5 | Fotomicrografia do padrao de expressdao da proteina c-Fos no
cortex cingulado de ratos. Estdo representados os grupos controle, PTZ 0,5h,
PTZ 1h, PTZ 2h, PTZ 3h e PTZ 6h. Escala de barra 100um.
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Figura 6 | Fotomicrografia do padrao de expressao da proteina c-Fos no cértex
entorrinal de ratos. Estdo representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h, PTZ
2h, PTZ 3h e PTZ 6h. Escala de barra 100um.
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Figura 7 | Fotomicrografia do padrao de expressao da proteina c-Fos no coértex
perirrinal de ratos. Estdo representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h, PTZ
2h, PTZ 3h e PTZ 6h. Escala de barra 100um.
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Figura 8 | Fotomicrografia do padrao de expressao da proteina c-Fos no cértex
somatossensorial de ratos. Estao representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ
1h, PTZ 2h, PTZ 3h e PTZ 6h. Escala de barra 100um.
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Figura 9 | Fotomicrografia do padrao de expressao da proteina c-Fos no cértex
auditivo de ratos. Estido representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h, PTZ
2h, PTZ 3h e PTZ 6h. Escala de barra 100um.
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Figura 10 | Fotomicrografia do padrao de expressdo da proteina c-Fos no
cortex visual de ratos. Estao representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h,
PTZ 2h, PTZ 3h e PTZ 6h. Escala de barra 100um.
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Figura 11 | Fotomicrografia do padrao de expressdo da proteina c-Fos no
cortex piriforme de ratos. Estdo representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ
1h, PTZ 2h, PTZ 3h e PTZ 6h. Escala de barra 100um.
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Estes resultados se apresentaram de acordo com o previamente descrito em
literatura para o encéfalo de ratos, e se confirmaram neste trabalho através da
analise estereoldgica quantitativa representada na figura 12. A analise estereoldgica
demonstrou que a expressdo da proteina c-Fos apresentou-se em padrdes, com
tempos os de inicio, pico e o decaimento a niveis basais similares para alguns
grupos de estruturas. Os picos de expressao de c-Fos apresentaram-se nos tempos
de 0,5 e 1h para os cortices cingulado, entorrinal, perirrinal, piriforme e motor,
mantendo-se até as 2h no cértex cingulado, tempo este em que se inicia, para estas
estruturas, o decaimento aos niveis basais (figura 12). Para os cortices
somatossensorial, visual e auditivo, o pico da expressdo apresentou-se mais
tardiamente, no tempo de 3h apdés o estimulo (figura 12). O retorno aos niveis
basais ocorreu por completo no tempo de 6h para todas as regides corticais
analisadas, exceto cortex motor. No cértex motor a expressdo se manteve em niveis
estatisticamente significantes em relagdo ao grupo controle até o ultimo tempo
avaliado, 6h apds o estimulo (figura 12). Observa-se também que para os cortices
cingulado e entorrinal, o pico de expressdo manteve-se em um patamar por um
determinado periodo de tempo, sendo de 1 a 2h para o cértex cingulado e de 0,5 a
1h para o cortex entorrinal (figura 12). O decaimento apds o pico da expressao pode
ser observado pelas diferencas entre grupos, onde todos os picos de expressao da
proteina apresentam diferenca significativa em relagao ao grupo 6h, sendo no cortex

motor esta diferenga ja observada no grupo de 3h apds o estimulo.
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Figura 12 | O Padrao de Expressao de c-Fos em Ratos. Densidade de células c-Fos positivas nos
cértices motor, cingulado, entorrinal, perirrinal (A), somatossensorial, auditivo, visual e piriforme (B) do
encéfalo de ratos. Dados apresentados em média + desvio padrdo. *P<0,05 e **P<0,001 quando
comparados com o grupo controle. #°P<0,05 comparacao entre grupos (ANOVA seguido por teste post-
hoc de Fisher).
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Figura 13 | Representagdo do padrao de expressdo da proteina c-Fos nos coértices
somatossensorial, visual, auditivo, motor, piriforme, cingulado, entorrinal e perirrinal do encéfalo
de ratos. O grafico demonstra um padrao de expresséao regido-dependente, evidenciado pelos picos da
expressdo em diferentes tempos. Nota-se, entretanto, que todas as regibes demonstram inicio da
expressdo com 0,5h e decaimento aos niveis basais com 6h apds o estimulo.

Na figura 13 fica em maior evidencia o padrdo que se formou para alguns
grupos de estruturas, percebe-se que a expressao da proteina nos ratos apresenta
maior semelhanga entre algumas areas especificas (estes padrbes parecem se
formar de acordo com a fungdo: como evidenciado, por exemplo, o padrdo muito
semelhante para os coértices auditivo, visual e somatossensorial em ratos). Nos
saguis, esse agrupamento das estruturas por padrbes na expressao € menos

evidenciado, como sera observado na sequéncia (figura 23).
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4.2 O Padrao de Expressao de c-Fos em Saguis

Conforme observado em analise qualitativa para os ratos, o padréo se repetiu
para os saguis: toda a extensao cortical dos animais analisados apresentou forte
expressao da proteina c-Fos, com diferengas observaveis logo no primeiro tempo de
0,5h apds o estimulo. Nos saguis, notou-se que qualitativamente ha pouca ou
nenhuma expressao basal (grupo controle). No tempo de 0,5h pés-PTZ, nota-se
expressdo mais intensa somente nas camadas corticais mais externas para os
cortices motor, cingulado, somatossensorial, auditivo, visual e piriforme (ver figuras
14 e 15 e 18 a 21). Os demais (entorrinal e perirrinal, figuras 16 e 17),
apresentaram aumento na intensidade da expressao, distribuido de maneira
homogénea pelas camadas corticais. O aumento mais expressivo observado
qualitativamente ocorreu do tempo de 0,5h para 1h pdés-PTZ, para todas as

estruturas analisadas (ver figuras 14 a 21).
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Figura 15 | Fotomicrografia do padrdao de expressdo da proteina c-Fos no
cortex cingulado de saguis. Estdo representados os grupos controle, PTZ 0,5h,

PTZ 1h, PTZ 3h, PTZ 6h e PTZ 9h. Escala de barra 100um.



Figura 16 | Fotomicrografia do padrdao de expressdo da proteina c-Fos no
cortex entorrinal de saguis. Estédo representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ
1h, PTZ 3h, PTZ 6h e PTZ 9h. Escala de barra 100um.
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Figura 17 | Fotomicrografia do padrdao de expressdo da proteina c-Fos no
cortex perirrinal de saguis. Estédo representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ
1h, PTZ 3h, PTZ 6h e PTZ 9h. Escala de barra 100um.
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Figura 18 | Fotomicrografia do padrdao de expressdo da proteina c-Fos no
cortex somatossensorial de saguis. Estdo representados os grupos controle, PTZ
0,5h, PTZ 1h, PTZ 3h, PTZ 6h e PTZ 9h. Escala de barra 100um.
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Figura 19 | Fotomicrografia do padrdao de expressdo da proteina c-Fos no
cortex auditivo de saguis. Estdo representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ
1h, PTZ 3h, PTZ 6h e PTZ 9h. Escala de barra 100um.
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Figura 20 | Fotomicrografia do padrdao de expressdao da proteina c-Fos no
cortex visual de saguis. Estdo representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ 1h,
PTZ 3h, PTZ 6h e PTZ 9h. Escala de barra 100um.
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Figura 21 | Fotomicrografia do padrao de expressdo da proteina c-Fos no
cortex piriforme de saguis. Estdo representados os grupos controle, PTZ 0,5h, PTZ
1h, PTZ 3h, PTZ 6h e PTZ 9h. Escala de barra 100um.
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Na anadlise estereoldgica quantitativa, estas observagbes qualitativas se
confirmam: a analise demonstrou que os cortices cingulado, motor, piriforme e
somatossensorial apresentaram diferenga significativa ja no primeiro tempo poés-
estimulo com PTZ, de 0,5h (figura 22). Os picos de expressdao da proteina
apresentaram-se com 1h pds-estimulo para todas as areas analisadas, exceto para
0 cortex visual, onde o pico de expressao foi com 3h apds o estimulo com PTZ
(figura 22). Todos os cortices analisados apresentaram expressao significativa da
proteina até as 3h apos o estimulo, com decaimento as 6h para os cortices
cingulado, entorrinal, piriforme, visual e motor (figura 22). Entretanto, para o cortex
auditivo a expressao significativa se estendeu até as 6h pods-estimulo e para os
cortices perirrinal e somatossensorial, se entendeu até as 9h pds-estimulo com PTZ.
No tempo de 12h apds o estimulo, todas as regides corticais analisadas haviam
retornado por completo aos niveis basais.

Ao contrario do observado em ratos, nos saguis ndo houve padrbes de
expressao por grupos de estrutura, de maneira geral estas apresentaram padrao
semelhante na expressao da proteina, com os tempos de inicio, pico e retorno a
niveis basais em intervalos similares, porém com caracteristicas especificas para
algumas estruturas. Neste caso, vale ressaltar, por exemplo, a expressao
significativa prolongada (até 9h pds-estimulo) que se apresentou para os cortices
somatossensorial e perirrinal, destacando-se, portanto, das outras estruturas
corticais dos saguis e de todas as estruturas corticais observadas para os ratos
(figuras 13 e 22). Também se apresentou como uma particularidade o pico da
expressao da proteina no cértex visual, que ocorreu mais tardiamente, somente com
3h apds o estimulo com PTZ (figura 22), diferindo assim de todos os picos de
expressao apresentados por saguis.
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Figura 22 | O Padrao de Expressao de c-Fos em Saguis. Densidade de células c-Fos positivas nos
cértices motor, cingulado, entorrinal, perirrinal (A), somatossensorial, auditivo, visual e piriforme (B) do
encéfalo de saguis. Dados apresentados em média * desvio padrdo. *P<0,05 e **P<0,001 quando
comparados com o grupo controle. #°P<0,05 comparacao entre grupos (ANOVA seguido por teste post-
hoc de Fisher).
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| Representagdo do padrao de expressido da proteina c-Fos nos cortices

somatossensorial, visual, auditivo, motor, piriforme, cingulado entorrinal e perirrinal do encéfalo
de saguis. Apesar do padrdo da expressao ocorrer de maneira similar (devido aos tempos de inicio,
pico e decaimento aos niveis basais), nota-se que algumas estruturas apresentam intensidades
diferentes nos niveis de expresséao.

Quando comparados os resultados dos saguis em relagdo aos roedores, fica

em evidencia que nos saguis nao € possivel observar agrupamento das estruturas

por padrées na expressao. O que ficou bastante claro na figura 23 foi a diferenga de

intensidade nos picos de expressao da proteina, como por exemplo na estrutura

com pico mais intenso — o cértex motor — que chegou a um aumento de 10 vezes

(1000%) para os ratos. Nos saguis esse aumento foi de 50 vezes (5000%).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que, de maneira geral, nas estruturas corticais
analisadas, um estimulo causado por PTZ provoca aumento na expressdo da
proteina c-Fos, que se inicia com 30 min e chega a seus niveis maximos em 1 a 3h.
Dependendo da espécie, a expressao pode perdurar de maneira significativa até 9h
apods a ocorréncia do estimulo. A expressao da proteina c-Fos, como indicativo de
ativagdo neuronal, ja € um método bastante conhecido na literatura, com diversos
estudos que indicam variagdes no padrao da expressédo, de acordo com o tipo de
estimulo que € utlizado, como desidratacdo (da Silveira et al., 2007),
condicionamento aversivo (Kaczmarek e Nikolajew, 1990; Savonenko, 1999),
exploracao tatil (Bisler et al., 2002), lesdo encefalica (Schreiber et al., 1993) e
esquiva inibitéria (Zhang et al., 2000). O que o presente estudo traz de inovador € a
avaliagdo quantitativa da expressdo em multiplas estruturas corticais, em
decorréncia do mesmo estimulo, e a comparacao entre diferentes espécies — ratos
(caracterizando a mais numerosa ordem de mamiferos, os roedores) - e saguis
(caracterizando primatas, a ordem de mamiferos onde se insere a espécie humana).
O método escolhido para esta avaliagdo, um estimulo ndo-fisiolégico (indugdo da
hiperestimulacao encefalica com pentilenotetrazol) foi o0 mais adequado ao objetivo
central: comparar os padrdes de expressao entre duas espécies diferentes, no maior
numero possivel de areas encefalicas que pudessem expressar a proteina. Por isso
a escolha de um estimulo nao-fisiolégico, pois o PTZ, como antagonista
GABAérgico, minimiza a atividade das aferéncias inibitérias no sistema nervoso
causando ativagado exacerbada, inespecifica e generalizada dos neurdnios (Huang et
al., 2001).

5.1 Imunoreatividade para c-Fos como marcadora de inibigao tonica

A inibicdo tbnica € um mecanismo de regulagdo da excitabilidade neuronal
através de sinapses inibitérias GABAérgicas, que sao mediadas pelos receptores
especializados GABA-A. Estes receptores, na maioria de suas subunidades, tém
expressao largamente distribuida por todo o cértex cerebral (Lee e Maguire, 2014).
O bloqueio destes receptores por antagonistas GABAérgicos (PTZ no presente

caso) provoca um aumento massivo na excitabilidade neuronal, resultando em uma
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expressdo potente e generalizada de c-Fos. Portanto, a expressdo de c-Fos na
presencga de antagonistas dos receptores GABA pode ser usada como um marcador
da distribuicdo das células que estao sujeitas a inibicdo tdnica, que é mediada pelo
sistema transmissor GABAérgico (Cronin et al., 2004).

Experimentos anteriores descreveram a presenca de inibicdo ténica mediada
por receptores GABA-A em neurdnios piramidais e em interneurénios neocorticais,
assim como a expressao da subunidade delta destes receptores foi identificada no
coértex de ratos (Salin e Prince, 1996; Pirker et al., 2000). De fato, tem sido descrito
que em varias regides encefalicas os interneurbnios expressam receptores GABA-A
e sao regulados por inibicdo tdnica GABAérgica (Lee e Maguire, 2014). Estudos
recentes demonstram que a inibicao tonica GABAérgica nos interneurénios atua de
maneira critica na formacado de oscilagbes gama, sugerindo um papel importante
desse mecanismo inibitorio na atividade da rede neuronal (Bartos et al., 2007; Mann
e Mody, 2010). Estdo bem documentados na literatura os diversos processos
encefalicos e estados cognitivos a que estdo associadas estas sincronizacbes
ritmicas da atividade neuronal - as oscilagbes gama (30 - 90 Hz) - como, por
exemplo, o armazenamento e recuperagdo da memoria (Lisman e Idiart, 1995;
Lisman, 1999), coordenagdo da atividade de redes hipocampais (Montgomery e
Buzsaki, 2007), comportamento exploratorio (Bragin et al. 1995), codificagédo
sensorial (Singer, 1993), coordenagao sensorio-motora (Engel et al., 2001) e até
mesmo consciéncia (Llinas et al., 1998; Sauve, 1999). E importante ressaltar que, a
conectividade entre interneurdnios e neurdnios principais, assim como a atividade
neuronal regular e sincronizada, sado fundamentais para a formagdo destas
oscilagbes (Bartos et al., 2007; Lee e Maguire, 2014). Ainda nesta linha, se
considerada a vasta rede de comunicagdo neuronal, onde interneurdnios
comunicam-se entre si e também com o extenso numero de neurbnios principais, a
complexidade computacional aumenta significativamente (Lee e Maguire, 2014).

Considerando os dados observados no presente trabalho, que demonstram
maior densidade de células ativadas (expressando c-Fos) para saguis em relagao
aos roedores, pode-se sugerir que estas sejam neurdnios e interneurénios sujeitos a
inibicdo tonica GABAérgica — pois expressaram c-Fos na presencga de antagonista
destes receptores. Considerando ainda que esse mecanismo inibitério de regulagao
esta relacionado a geragdo de oscilagbes gama (atuante em diversos processos

cognitivos), podemos sugerir que os dados encontrados neste estudo — de maior
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densidade de células ativadas e por mais tempo em saguis — possam significar que
haja maior complexidade computacional para esta espécie e constituir assim um
mecanismo, a nivel bioquimico, que contribua no entendimento da capacidade
cognitiva diferenciada apresentada pelos primatas em relagdo as demais ordens de
mamiferos. Evidentemente, ha que se considerar que a maior densidade neuronal
ja reportada nos trabalhos de Herculano-Houzel (2006, 2007) anteriormente citados,
pode ter como contrapartida a maior densidade de ativagdo de c-Fos. Isso, no
entanto, ainda nao justificaria a maior duracdo da expressao de c-Fos. A disseccao
dos diferentes fatores contribuintes e o entendimento da contribuigdo individual de
cada um deles na génese de consciéncia e outras fungdes avangadas dependem de
experimentos especificamente planejados para este fim e certamente se

beneficiarao de modelagem computacional das redes neuronais.

5.2 Pico da expressao de c-Fos

Tanto para ratos como para saguis o pico de expressao de c-Fos deu-se com
uma hora apos a estimulacdo com PTZ. Este padrdo similar de expressao
provavelmente revela que os sistemas bioquimicos de controle da expressao dessa
proteina (na verdade uma cadeia de sinalizagao) obedecem a cinéticas e padrdes
similares de regulacdo. De fato, em diferentes espécies animais a estimulacdo de
neurdnios promove um pico de expressdo da proteina c-Fos cerca de 60 minutos
apos a estimulagao (Barros et al., 2015; Bisler et al., 2002).

Por outro lado, os niveis basais de expressdo de c-Fos em saguis foram
consistentemente mais baixos que aqueles observados em ratos. Esta caracteristica
poderia evidentemente ser meramente decorréncia de uma diferente afinidade do
anticorpo ao antigeno nestas duas diferentes espécies animais. Ainda nesta linha,
alguns autores ponderam que toda a analise quantitativa com base em marcacgao
por imunohistoquimica tem de ser considerada muito mais como sugestiva do que
conclusiva. Por outro lado, quando utilizada no formato em que foi no presente
estudo, como uma analise comparativa a quantificagao, sobretudo usando principios
da estereologia é certamente uma técnica apropriada (Taylor et al., 2010). Ainda, &
importante notar que se por um lado os niveis basais de c-Fos em saguis foram
sempre menores que aqueles de ratos, os picos de expressdo em saguis foram de

forma geral muito maiores. De fato, em saguis apenas em 2 areas (cortices auditivo
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e entorrinal) o pico representou um pequeno aumento de cerca de 200% sobre os
niveis basais, ao passo que para os ratos além dos cértices auditivo e entorrinal,
outras 3 areas (portanto 5 no total) tiveram aumentos de 200% no pico de
expressao. Em paralelo, o pico de expressao em saguis, considerando todas as
areas analisadas, chegou a alcangar 50 vezes (5000%!) no cortex motor, em
contraste com um aumento maximo de apenas 10 vezes (1000%) no cortex motor
de ratos. Em resumo, a analise da expressao relativa entre ratos e saguis e ao longo
do tempo permite sugerir que ao invés de uma menor afinidade relativa do anticorpo,
temos talvez um sistema de controle (de expressao de c-Fos) com diferentes niveis
de regulacdo. Assim, propomos de forma especulativa que os niveis basais de c-Fos
sdo mantidos mais baixos em saguis por um sistema de controle mais fortemente
regulado. Evidencias de regulagao diferencial da expressao de proteinas em
diferentes espécies animais podem ser encontradas em diversos trabalhos (Garfield
e Wray, 2010; Morel e Massoulié, 2000; Schwanhausser et al., 2011). Esse maior
controle da expressdo de c-Fos por outro lado estaria associado a uma maior
intensidade relativa da resposta a estimulos ambientais (PTZ no presente caso).
Sendo o c-Fos um marcador de novidade, a adaptagcdo a essa novidade seria
favorecida em saguis comparativamente a ratos. Assim, teriamos em um nivel
bioquimico um mecanismo que poderia ter contribuido para o maior sucesso
evolutivo dos primatas comparativamente aos roedores. Ainda que altamente

especulativa, essa hipdtese pode ser investigada.

5.3 Duragao da expressao de c-Fos

Conforme ja indicado em trabalhos anteriores de nosso grupo (Barros et al.,
2015), a expressao de c-Fos foi consistentemente mais prolongada em saguis que
em ratos. De fato, em ratos, observamos que, seis horas apds o estimulo temos
somente um cortex ativado (cértex motor), enquanto que em saguis, n0O mesmo
tempo, ainda estavam ativados trés cortices (cértex auditivo, perirrinal e
somatossensorial) sendo que os dois ultimos ainda permaneceram ativos até as 9h
pos estimulo com PTZ. Se a comparacao é feita por estrutura, poderemos encontrar
cortices em saguis que retornaram aos niveis basais em 3, 6 e até 10h depois do
retorno dos ratos (ver respectivamente coértex auditivo, somatossensorial e

perirrinal). Barros e colaboradores (2015), que obtiveram achados consistentes com
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o presente estudo postularam que um maior numero de areas encefalicas ativadas
por tempo mais prolongado em primatas pode talvez indicar uma maior capacidade
de integracdo de informagdes no sistema nervoso central, pois se acredita que
quanto maior o numero de areas envolvidas ou quanto maior o tempo de associagao
entre as informacgdes codificadas por estas areas, os animais possam apresentar
respostas mais complexas e refinadas. Com a expansido das areas estudadas, o
presente estudo demonstra que esta € uma hipétese promissora e que merece ser
mais largamente investigada, visto que com a ampliagdo do numero de areas
estudadas houve aumento, para os primatas, do numero de areas que estavam
ativadas e o tempo de ativagcdo destas e, portanto, de acordo com a hipdtese
postulada, seriam mais areas que estariam envolvidas na associagédo e integracao
de informagdes no sistema nervoso central, resultando no comportamento mais

complexo apresentado pelos primatas em relacédo aos roedores.

5.4 Padrao de expressao de c-Fos: comparagao entre ratos e saguis

A analise comparativa das figuras 14 e 23 revela interessantes padrdes. No
na figura 13, em ratos, vemos que em 5 das 8 areas encefdlicas avaliadas, o
momento de expressdo maxima apos a estimulacdo, a duragdo maxima da
expressao aumentada, o retorno aos niveis basais, bem como a intensidade maxima
alcangada em cada um desses tempos experimentais foi semelhante (cortices
auditivo, entorrinal, perirrinal, somatossensorial e visual). Em contrapartida, em
saguis verificamos que o grau de superposigao de curvas foi muito menor (somente
2 areas dentre as 8 analisadas apresentaram padrdes semelhantes entre si; cortices
entorrinal e auditivo). Reiteramos assim, a sugestéo ja feita anteriormente (Barros,
2014; Barros et al., 2015) de que o padrao de expressao de c-Fos em ratos é mais
estereotipado, com a maioria das areas encefalicas analisadas apresentando um
padrao semelhante de expressdo. Em contrapartida, esse padrao em saguis
apresenta mais diversidade tanto em termos do momento de expressdo maxima
apos a estimulagdo, como da duragao da expressao, como da intensidade maxima
de expressdo. Aqui, mais uma vez de forma especulativa, propomos que em
primatas as areas encefalicas teriam uma maior especializacdo com diferentes
padrées de respostas a estimulagdo, em comparacdo a um padrdo mais

estereotipado dessas respostas em roedores. Evidéncias de comparagao entre
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roedores e primatas ndo tem sido um objeto central de analise na literatura
neurocientifica. Mesmo assim, cabe notar que Frotscher e colaboradores (1991)
demonstram que apesar de uma grande identidade em diversos parametros as
células musgosas de primatas s&do mais complexas que as de roedores. Mesmo
considerando de forma restrita apenas os primatas, ha solidas evidéncias da
abundancia de um tipo neuronal especifico, o neurdnio fusiforme do giro do cingulo,
que é abundante em pongideos (orangotango) e hominideos e praticamente inexiste
mesmo em outros primatas ou em outras familias de mamiferos (Hof et al., 2000).
Ainda nesta linha, conforme sugerido por Elston (2003) o préprio cortex cerebral de
diferentes primatas tem importantes variacbes de complexidade das células
piramidais. Este autor conclui que é improvavel que se possa estabelecer alguma
correlagdo absoluta entre essa variagcdo da estrutura morfoldégica e a capacidade
cognitiva, indicando que nao necessariamente uma morfologia mais complexa
resultara em mais inteligéncia (Elston, 2003). De fato, nossas especulagdes nessa
discussao, resultam apenas no langcamento de hipdteses a serem exploradas. Por
outro lado, nossos achados sao de natureza funcional (e ndo apenas morfoldgica) e

portanto se adequam mais ao langcamento de hipoéteses.

5.5 Padrao de expressao de c-Fos: comparagao entre areas encefalicas

Para as areas corticais que foram avaliadas neste trabalho, houve
constatacdes interessantes: em relacdo aos roedores, por exemplo, pode-se
observar que as estruturas avaliadas apresentaram um determinado padrdo de
expressao de acordo com as funcdes que estas exercem, sendo que as estruturas
de funcdo associativa (coértices cingulado, entorrinal e perirrinal) se comportam e
apresentam patamares e picos de expressao em densidades celulares semelhantes
entre si, assim como as regides sensoriais (cortices somatossensorial, auditivo,
visual) que apresentam entre si um padrdo semelhante na expressado da proteina,
com excegao ao cortex piriforme.

Enquanto que nos roedores é possivel identificar estes padrdes, que de certa
forma estdo mais estereotipados de acordo com a fungdo, nos saguis estes padrdes
nao sao tdo bem estabelecidos. A hipotese é de que em saguis a diferenciagao entre
cada area seja mais definida, como se cada estrutura apresentasse uma

especializagcdo maior onde fosse mais dificil agrupar em grandes categorias.
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Inumeros achados demonstram que o coértex cerebral dos primatas tem maior
complexidade de areas, tanto anatomicamente, como histologicamente, em
conectividade neural e nos niveis funcionais (Herculano-Houzel et al., 2007; Collins
et al., 2010; Fietz et al., 2010; Kaas, 2012; Visel et al., 2013).

Um destes estudos comparativos, por exemplo, levanta a possibilidade de
que o enceéfalo dos primatas possa ser distinto em composi¢cao celular ao dos
roedores, ja que, para encéfalos de similares tamanhos entre as espécies
estudadas, houve diferenca na propor¢ao entre o numero total de neurdnios e o
tamanho total da superficie cortical, sendo o numero de neurbnios/area maior para
os primatas (Herculano-Houzel et al., 2007). Collins e colaboradores (2010) sugerem
que a distribuicdo neuronal no cértex dos primatas nao € uniforme, pois encontraram
grande variagao em densidade neuronal de estrutura para estrutura cortical, e estas
ainda apresentaram variagdes de densidade neuronal internamente, e ainda ocorreu
variagdo de acordo com a espécie. Embora a maior densidade neuronal tenha sido
observada para o cortex visual primario (provavelmente pelo fato do sistema visual
nestas espécies ter caracteristicas especializadas, necessite ndo somente de uma
grande area visual primaria, mas também de alta densidade neuronal), os cortices
visual secundario, auditivo e somatossensorial também tiveram altos valores de
densidade neuronal, enquanto que areas associativas apresentaram densidade
celular mais baixa (Collins et al., 2010, Kaas et al. 2012).

Quando comparamos as expressdes corticais para 0s saguis no presente
estudo, observamos que a area que teve maior densidade de células expressando a
proteina c-Fos foi o cortex visual, seguido pelos outros cértices sensoriais, dados
que demonstram coeréncia com o descrito na literatura. Posto que altas densidades
neuronais impliqguem em diminuicdo no tamanho médio dos neurénios (Herculano-
Houzel et al., 2006) estas areas corticais podem tem uma arquitetura celular
diferenciada baseada em neurdnios menores. As areas com altas concentragdes de
neurdnios menores sao Uuteis em estruturas que necessitam segregar varias
entradas durante o processamento de informagdes para melhor analise dos
detalhes, enquanto que as estruturas que possuem baixa densidade celular com
neurdnios maiores sdo mais Uteis em somar as entradas de informacédo para uma
analise mais global (Collins et al., 2010, Kaas et al. 2012).

Além das diferengcas de substrato anatémico descritas na literatura para as

estruturas corticais, ha estudos sobre a evolugao e especializagao do neocortex de
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mamiferos que, como este, buscam avancgar em nivel molecular (Yamamori, 2011;
Matsunaga et al., 2015). Alguns achados destes estudos podem indicar quais
mecanismos que estariam relacionados a especializagdo das estruturas
neocorticais, como o estudo de Yamamori (2011), por exemplo, que caracteriza trés
classes de genes em primatas que apresentam padrdo de expressao neocortical
area-seletivo, sendo estes os preferencialmente expressos em areas sensoriais
(principalmente no cértex visual primario), os expressos em areas associativas e os
expressos em areas motoras. Um dos genes que apresentam padréo de expressao
seletivo para areas sensoriais, o occipitall (OCC1), apresenta expressao altamente
preferencial para o cortex visual primario, e expressdao moderada para as outras
areas sensoriais primarias (Tochitani et al., 2001). Esse padrao de expressao
seletivo, apesar de ter sido estudado também em roedores, foi observado somente
em primatas (Takahata et al., 2006; figura 24). Nos primatas, este gene é
expresso em neurbnios excitatérios, assim como é expresso em abundancia em
camadas neuronais que recebem inputs do talamo. Nos roedores, mesmo nas areas
que recebem fortes inputs talamocorticais (p. ex. barrel field), a expresséo
neocortical area-seletiva ndo foi observada (Wong-Riley e Welt, 1980; Levitt et
al., 1995). O padrdo de expressdo area-seletivo preferencial ao cortex visual
primario também foi observado para os genes Testican 1 e 2, que codificam
glicoproteinas que fazem parte da matriz extracelular, e para os receptores de
serotonina 5HT1-B e 5HT2-A, sugerindo, devido aos altos niveis de expresséo
destes dois subtipos de receptores, que este sistema funcione especificamente na
visdo (Watakabe et al., 2009; Yamamori, 2011).

A segunda classe de genes sao os que apresentaram padrao de expressao
neocortical seletivo para areas associativas, dentre estes o RBP (gene da proteina
de ligagao ao retinol) e o SPARC (Secreted protein acidic and rich in cystein gene).
Ambos, RBP e SPARC tém expressao abundante nas areas associativas sensoriais
e frontais. Apesar do significado funcional do RBP nao estar bem elucidado, sabe-se
que este é um precursor para a formacdo do acido retindico, que atua na
morfogénese e diferenciagdo de inumeros tecidos, incluindo os do sistema nervoso
central, como por exemplo, na segmentacdo do rombencéfalo (Gavalas, 2002;
Wagner et al., 2002; Galter et al., 2003). A SPARC, proteina associada a matriz,
que pode causar alteragdes no formato da célula e afetar a sintese da matriz

extracelular, parece ter papéis funcionais importantes, na modulagcdao de certos



50

mecanismos de reparo do sistema nervoso central, na superficie de células gliais, e
em neurdnios excitatérios e inibitérios nas areas associativas pré-frontais e
sensoriais do cértex de primatas (Au et al., 2007; Yamamori, 2011). Frente as
caracteristicas descritas para estes genes com padrao de expressao preferencial
nas areas associativas, Yamamori (2011) levanta a hip6tese de que estes podem
estar relacionados a promog¢ao de mudangas morfolégicas nos neurénios onde séo
expressos e transportados, como a ramificagdo dendritica e axonal, a formagcao de

giros e possivelmente a plasticidade sinaptica.

Macaque monkey Marmoset

Figura 24 | Padrao de expressao do RNAm de OCC71 em mamiferos. Padrées na expressao do
RNAmM de OCC1 e seus homdlogos em cinco espécies de mamiferos (na sequéncia, da esquerda
para direita: macaco, sagui, furdo, coelho e rato). As setas indicam as delimitagdes entre V1 e V2.
Adaptada de Takahata e colaboradores (2006).

A terceira classe de genes é composta pelos que apresentaram padrdo de
expressao neocortical seletivo para as areas motoras. Em um estudo realizado por
Sato (2007), observou-se que, para os 476 genes estudados que apresentaram
padréo de expressao diferencial entre as areas analisadas (area pré-motora, cortex
motor primario e cértex pré-frontal de primatas), mais da metade destes genes
apresentaram expressdao abundante no cortex motor primario. Destes, o gene
fosfoproteina secretadal (SPP1) foi um dos que apresentou maiores valores de

expressdo. Com base nestes dados, Higo e colaboradores (2010) caracterizaram a
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expressao deste gene no encéfalo de macacos rhesus, saguis e ratos. Demonstrou-
se para os macacos rhesus que a expressao do RNAm da SPP1 foi especifica em
neurdnios piramidais da camada V do cortex sensério-motor, sendo abundante no
cortex motor primario, seguido pela area 5 de Brodmann e a area motora
suplementar, e ainda em regides do talamo, tronco encefalico e medula espinhal.
Embora tenha sido observada no tronco encefalico e na medula espinhal dos ratos e
saguis, ndo houve expressao da SPP1 para estas espécies no cortex cerebral. A
expressado seletiva da SPP1 nos neurbnios corticoespinhais do macaco rhesus
sugere que esta pode ter um papel importante na especializagdo dos sistemas
corticoespinhais de algumas espécies de primatas, sistemas estes que estdo
relacionados ao controle motor fino (Higo et. al., 2010; Yamamori, 2011).

Estas constatagbes nos guiam ao objetivo central deste trabalho: buscar
estabelecer diferencas funcionais e bioquimicas que poderiam contribuir para
delinear os mecanismos relacionados a evolugcdo e especializagao do encéfalo dos
primatas. Os trabalhos acima encontram grande consisténcia com o nosso préprio
trabalho, ja que aqui também encontramos padrées especificos para areas
sensoriais, motoras e associativas no que diz respeito a expressao de c-Fos nestas
espécies. Dado o fato de que a expressao da proteina c-Fos é um indicador de
atividade neuronal, os resultados presentes neste estudo fornecem evidencias de
que o encéfalo dos saguis, se comparado ao dos ratos, além de apresentar
mecanismos mais complexos na ativacdo neuronal, apresenta também diferencas
morfolégicas e bioquimicas em estruturas com maior nivel de especializagao, que
podem contribuir no entendimento do grande poder computacional e de habilidades
cognitivas apresentada por estas espécies em relagdo as demais ordens.

O presente trabalho evidencia assim diferengas funcionais (medidas pela
expressao de c-Fos) entre ratos e saguis, que possivelmente sdo decorréncia das
diferengas no substrato anatdmico ja descritas anteriormente (Herculano-Houzel et
al., 2007; Collins et al., 2010; Kaas, 2012; Visel et al., 2013).

5.6 Limitagoes do presente estudo
Verificou-se no momento da avaliagdao qualitativa que as estruturas com

localizagdo mais internas aos cortes apresentavam pouca ou nenhuma marcacao de

c-Fos, independente do grupo ao qual pertencesse, ou ainda, apresentavam
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discrepancias de coloracido, por vezes um animal tendo uma forte marcagao da
expressao e outro animal do mesmo grupo nédo apresentando marcagao.

Estas observagbes da analise qualitativa demonstraram que somente as
estruturas corticais estavam aptas para avaliacdo estereoldgica, pois as demais
areas nao corticais poderiam gerar resultados n&o confiaveis e, portanto, estas
estruturas ndo foram contabilizadas, tornando este um trabalho de analise somente
das estruturas corticais. De acordo com as normas éticas no uso de animais e
visando a utilizagdo do menor numero possivel destes, a maior parte do material
biolégico utilizado neste trabalho foi proveniente de um estudo realizado em nossos
laboratorios (Barros et al., 2015), onde os animais, apds passarem pelo mesmo
procedimento da hiperestimulagdo com o PTZ, eram eutanasiados e os encéfalos
imediatamente coletados, sendo o hemisfério esquerdo destinado ao processamento
imunohistoquimico e o hemisfério direito destinado a biologia molecular. Portanto o
animal n&do poderia passar pelo procedimento de perfusio, pois inutilizaria o tecido
encefalico para a biologia molecular. O fato de que somente as areas corticais
tiveram marcacao efetiva, enquanto as areas internas apresentaram marcagoes
duvidosas permitiu postular a hipotese de que o principal causador nesta variagao
da marcagao da proteina poderia ser a ndo realizagao da fixagdo do tecido, através
do procedimento de perfuséo, ja que a fixacdo dos tecidos na perfusdo ocorre via
fluxo sanguineo, permitindo que o fixador se espalhe efetivamente por todo o tecido
preservando perfeitamente sua morfologia. Ao nao realizar a etapa de fixacdo do
tecido, perdeu-se a garantia de prevengdo de autdlise e deslocamento dos
constituintes celulares, da estabilizagdo das estruturas moleculares do tecido, além
da protec¢ao do material celular dos efeitos deletérios dos procedimentos histologicos
e de coloragéo (Ramos-Vara, 2005; Borges-Ferro, 2014).
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6 CONCLUSAO

Os resultados presentes neste estudo podem indicar que o encéfalo dos
saguis, se comparado ao dos ratos, além de apresentar mecanismos mais
complexos de ativagado neuronal, apresenta também estruturas com maior nivel de
especializagcdo, evidenciadas pelas diferengas funcionais que foram medidas pela
expressao de c-Fos. Ainda que esperadas, estas diferengas funcionais nao haviam
até o momento sido caracterizadas.

Ainda, os dados aqui obtidos contribuem no estabelecimento de bases
funcionais em um nivel molecular basico — genes de expressao imediata - entre
roedores e primatas. Especulamos que os achados deste trabalho possam de
alguma forma colaborar para o entendimento das diferentes capacidades de

processamento neuronal dentre estas ordens de mamiferos.
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Anexo C. Aceite do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de

]
U\l[FF‘}]

Conmrrf: pE Erica e Prsquisa SP

, 08 de junho de 2015
CEUA N 5474060115

limo(a). Sr{a).

Pesquisador(a): Stefani Alves Magalhdes

Depto/Disc: Departamento De Psicobiologia

Prof. Dr. Luiz Eugénio Aradjo Moraes Mello (orientador)

Titulo do projeto: "Avaliagio comparativa da expressio de c-fos em ratos e saguis apos estimulagio com pentilenotetrazol®.
Parecer Consubstanciado da Comissao de Etica no Uso de Animais UNIFESP/HSP

A proposta do presente estudo surgiu a partir de um importante trabalho realizado por Movaes (2014) que, ademais de
mapear o padrio de expressdo de Fos em trés regides cerebrais - cortex motor, cortex piriforme e giro cingulado - buscou
comparar as diferengas de expressdo entre espécies, por meio da utilizagio de saguis e ratos. Os achados encontrados no
trabalho de Novaes (2014), somados ao interesse em se detalhar o padrdo de expressdo em um conjunto mais amplo de
areas do sistema nervoso - dada a importdncia do que eles representam = =30 0s pilares para a realizagdo deste novo
estudo.

ANIMAIS
Sera utilizado material biologico ja coletado em projeto anterior (CEP 0175/12)

VIGENCIA DO ESTUDO
Inicio previsto para: Abrf2015 com témino previsto para: Marf2017

A Comissdo de Efica no Uso de Animais da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital Sao Paulo, na reunido de
11/05/2015, ANALISOU & APROVOU todos os procedimentos apresentados neste protocolo.

1. Comunicar toda e qualquer alteragdo do protocolo.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do protocolo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para possivel
auditoria dos orgaos competentes.

4. Relatérios parciais de andamento deverdo ser enviados anualmente 8 CEUA até a conclusdo do protocolo.

Atenciosamente,

e

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador da Comissiio de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de S&o0 Paulo/Hospital S&c Paulo

5474060115




