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RESUMO

A identificacdo de populagdes de precursores neuronais, e células-tronco geradas pelo
préprio Sistema Nervoso Central tem sustentado debates sobre seu possivel uso na
reparagao de danos causados por desordens agudas do Sistema Nervoso Central.
Contudo, no caso do cérebro mamifero adulto, tal geragao é considerada evolutivamente
restrita a duas areas: a zona subgranular do giro denteado do hipocampo, e as paredes dos
ventriculos laterais onde novos neurdnios sao continuamente gerados. Utilizamos 6
primatas nao-humanos, adultos, machos, da espécie Cebus apella (Macaco-prego, 10 anos
de idade), com pesos entre 2,1 e 2,8 Kg (média 2,5 Kg) pré-tratados com BrdU que apds
sacrificio e devido processamento histoldgico, tiveram seus tecidos analisados em imuno-
histoquimica para analises por meio de anti-BrdU, Anti-Nestina, anti-sox2 e DCX em
diversas areas do Sistema Nervoso Central. As paredes ventriculares apresentaram
presenga de neuroblastos similar aquela ja observada em trabalhos anteriores, porém

resultados inesperados também foram observadas em areas como o cortex frontal.

Palavras Chave: Neurogénese, Cebus apella, primata, neuroblasto, Zona subventricular.



ABSTRACT

Identifying populations of neuronal precursors and stem cells generated by own central
nervous system has held discussions on its possible use in the repair of damage caused by
acute disorders of the central nervous system. However, in the case of adult mammalian
brain, such generation is considered evolutionarily restricted to two areas: subgranular zone
of the dentate gyrus of the hippocampus, and the walls of the lateral ventricles where new
neurons are continuously generated. We used 6 non-human primates, adults, males of the
species Cebus (capuchin monkey, 10 years old), weighing between 2.1 and 2.8 kg (mean
2.5 kg) pretreated with BrdU that after sacrifice and because histological processing, their
tissues were analyzed for immunohistochemical analysis using anti-BrdU anti-Nestin, and
Sox2 anti-DCX in diverse areas of the Central Nervous System. The ventricular walls
showed the presence of neuroblasts similar to that observed in previous studies, but

unexpected results were also observed in areas such as the frontal cortex.

Keywords: Neurogenesis, Cebus, primate, neuroblast, subventricular zone.
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1 INTRODUGAO

Aidentificacdo de populagdes de precursores neuronais, e células-tronco
geradas pelo préprio Sistema Nervoso Central tem sustentado debates sobre seu
possivel uso na reparagao de danos causados por desordens agudas do Sistema
Nervoso Central. Contudo, no caso do cérebro mamifero adulto, tal geracéo é
considerada evolutivamente restrita a duas areas: a zona subgranular do giro
denteado do hipocampo, e as paredes dos ventriculos laterais onde novos neurdnios
sao continuamente gerados (DOETSCH et al., 1999, GAGE, 2000). Essa producéo,
chamada Neurogénese, pode aumentar em conformidade com um amplo espectro
de fatores, como enriquecimento ambiental, exercicios fisicos, gravidez e, até
mesmo, episoédios isquémicos intensos (KEMPERMANN et al., 1997, PARENT,
LOWENSTEIN, 2002, PARENT et al., 1997, SHINGO et al., 2003, VAN PRAAG,
2008), enquanto que depressao e envelhecimento podem causar sua redugao
(KEMPERMANN; KRONENBERG, 2003, KUHN et al., 1996).

O estimulo promovido pela isquemia cerebral a proliferacdo de novas
células nas paredes dos ventriculos laterais ja foi bastante demonstrado, incluindo
o tropismo migratorio de neuroblastos para a area lesada (ARVIDSSON et al., 2002),
porém o que € ainda bastante discutido € se um precursor neural é capaz de

funcionalmente substituir um neurdnio perdido durante a isquemia.

Magavi et al. (2000) demonstrou ndo s6 a capacidade de diferenciagcao
de uma célula recém-formada como também sua integragcao funcional quando
células BrdU positivas presentes na area VI do cortex anterior mostraram marcacao
por um neurotragador retrégrado aplicado apés a lesdo. Contudo, a origem celular
desse neurbnio recém-formado nao pbde ser rastreada, o modelo patologico é
pouco verossimil, considerando que lesa células selecionadas por sua projegcao em
correspondéncia com e ndao um tecido de modo geral, nem caracteristicas imuno-
histoquimicas do maquinario proteico responsavel pelas sinapses quimicas foram
avaliadas (MAGAVI et al., 2000).
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1.1 AREAS NEUROGENICAS

Muita atencao tem sido dedicada as paredes dos ventriculos laterais em
busca de uma definicdo sobre onde dali se localizariam as células germinativas
capazes de se reproduzir continuamente mesmo na fase adulta, essas pesquisas
se estenderam as mais diversas espécies como camundongos, ratos, canarias,
coelhos, macacos e até humanos (DANILOV et al., 2009, DOETSCH et al., 1997,
GIL-PEROTIN et al., 2009, QUINONES-HINOJOSA et al., 2006).

No inicio, houve certa firmeza nas opinides quanto atribuir esse papel a
Zona Subventricular (DOETSCH et al., 1999, DOETSCH et al., 1997), contudo
posteriormente surgiram evidéncias sugerindo que essa fungéo seria realizada pelo
epéndima (JOHANSSON et al., 1999), e também propostas mais conciliativas para
uma transicdo morfolégica entre as duas faixas candidatas a tecido germinativo do
SNC, uma delas reforgando a habilidade da SVZ para gerar novas células, e
sugerindo deslocamentos celulares e/ou protoplasmaticos de la para dentro do
epéndima (DOETSCH, 2003); enquanto a outra ideia, bem mais recente, corrobora
também a funcao germinativa da SVZ, contudo atribuindo uma fungao similar ao
epéndima, porém apenas em condicdes especificas (CARLEN et al., 2009). A

maioria destes trabalhos utilizou Mus musculus.

Em Rattus norvegicus, observagdes iniciais como a migracao estriatal de
neuroblastos e da posicdo mais estratégica da SVZ para essa migragao,
assomando-se a ideias como a suposta senescéncia do epéndima maduro,
sugeriram, ainda que de forma prematura, que somente a SVZ fosse o extrato
proliferativo das paredes dos ventriculos laterais (ARVIDSSON et al., 2002) e com
o aumento de estudos morfologicos e de antigenicidade surgiram evidéncias
corroborativas quanto a posigao da zona subventricular na neurogénese (DANILOV
et al., 2009).

Alvarez-Buylla et al. (1997) mostrou diversas caracterizagbes de
astrdcitos diferenciados que apresentavam potencial proliferativo, assumindo assim
o papel de células B, e constituindo, desta forma, um dos elementos da composicao
tridimensional da zona subventricular, sendo os outros as células C que possuem
uma funcgéo contraditéria em camundongos, e nao foram encontradas, até hoje, nas

outras espécies estudadas, porém que foram propostas como precursores diretos
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dos neuroblastos que compdem as chamadas células A, curiosamente também se
propds naquele trabalho que as células C poderiam também acelerar diferenciagao
e producao de neuroblastos (DOETSCH et al., 1997). O mesmo grupo novaiorquino,
nos meados de 1999, publicou outro artigo similar ao de 1997, porém com maior
rigueza de dados e excluindo completamente qualquer possibilidade de participacao
ativa do epéndima na geragdo de novas células, utilizando injegcbes
intraventriculares de Dil, microsferas de rodamina, e marcadores virais. Porém a
quantidade de neurosferas impregnadas pelo Dil foi considerada insuficiente, e
causada possivelmente pela contaminagdo durante o processo de dissociagao da
parede ventricular; e tanto a marcagdo com microsferas quanto com o virus apenas
geraram neurosferas em pequenas quantidades e no hemisfério ipsolateral,
corroborando a suposi¢ao dos autores que supostas evidéncias de marcagao de
células ependimarias, nada mais eram do que artefatos da contaminacgao acidental
da zona subventricular, mas dessa vez pelo percurso da canula usada para injegéo
dos marcadores (DOETSCH et al., 1999). Finalmente, em 2003, Fiona Doetsch (ja
trabalhando em Harvard, e assinando sozinha pela autoria do artigo) apresenta um
dado impressionante que mudou varios aspectos do que parecia ja bem
estabelecido dentro dos estudos sobre neurogénese, que era uma similaridade das
células B com as células ependimarias devida a uma inesperada presenca de cilios
presentes em um amplo protoplasma localizado na linha do epéndima. Contudo,
ainda reforgcando que a antigenicidade das células B era mais similar a de células
gliais e evidenciando também diferengcas morfolégicas daqueles cilios, como a
unicidade, menor comprimento, e Imobilidade (DOETSCH, 2003).

Porém o grupo de Jonas Frisén do instituto Karolinska de Estocolmo no
comeco do ano de 1999, curiosamente menos de um semestre antes da publicacao
de Doetsch et al. (1999) que rejeitaria absolutamente a fungdo germinativa do
epéndima, propds a identificacdo das células ependimarias como as potenciais
células tronco neurais. Entre os dados obtidos pelo grupo holmiense constou
notavelmente a geragdo de neuroesferas de ratos a partir de células ciliadas
impregnadas com Dil, morfologicamente similares as ependimarias. Além deste
resultado, também foi observada na camada ependimaria do canal central marcacao
de nestina em células aparentemente em divisao, e também a formacao de fusos

mitéticos quando foi provocada lesdo mecanica do funiculo dorsal na diregao
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transversal em T2. Excluindo assim a zona subventricular como o leito original das
células-tronco neurais (JOHANSSON et al., 1999).

Contudo Alvarez-Buylla, em 2005, apresentou mais uma evidéncia
considerada contundente contra a proposta de Johanson et al. (1999), onde além
de mais uma vez rejeitar a fertilidade ependimaria por meio do BrdU, ainda reportava
a incapacidade de sua equipe e de diversas outras em repetir os resultados dos
suecos (SPASSKY et al., 2005). Mas apesar disso, 0 marco para o aparente extingao
da ideia sobre o papel do epéndima na continua reorganizagao do bulbo olfatério
veio meia década depois, paradoxalmente, do préprio grupo holmiense que finalizou
o debate abrindo méo da causa em favor da hipétese de Alvarez-Buylla e Doetsch,
assumindo que seus dados de 1999, com ratos, podem ter se dado por algum erro
na estratégia de aplicagdo do Dil, levando a uma marcagdo errbnea da zona
subventricular, ou entdo devido a alguma diferenca na funcdo das células
ependimarias de ratos em relagdo ao epéndima murino ja que o novo teste com
infeccéo viral nos ventriculos de camundongos nao havia repetido o resultado de
1999 em animais também ilesos, contudo nesse mesmo trabalho também havia
dados de marcacéao viral em camundongos que corroboravam os resultados com Dil
(CARLEN et al., 2009).

Estudos mais descritivos das paredes ventriculares de ratos mostram
células gliais ciliadas presentes no epéndima, o que pode justificar a ja mencionada
presencga de células Dil* no bulbo olfatério de ratos) e também deslocadas para a
zona subventricular, algumas posicionadas mais estriatalmente, outras para o
sentido mais luminal (DANILOV et al., 2009), enquanto que a investigagdo em
Macaca fascicularis mostra diferengas ainda mais drasticas, propondo uma faixa
germinativa muito menos consideravel do que aquela observada em roedores, e
uma tendéncia ainda mais forte para considerar a senescéncia do epéndima (GIL-
PEROTIN et al., 2009).

Logo, propor que o epéndima fosse o verdadeiro nicho neurogénico do
SNC pareceu uma sugestao ousada demais para 1999, comprovado pelo certo
abolimento da citada hipétese nos trabalhos que se seguiram (DOETSCH et al.,
2002, LICHTENWALNER; PARENT, 2006, SANAI et al., 2004, YAMASHITA et al.,
2006). Porém, o mesmo artigo que faz mea culpa pelo suposto lapso de Johanson

et al. (1999), simultaneamente, refuta, outra vez, a senescéncia do epéndima e



15

propde uma capacidade proliferativa que € dependente de estimulos especificos,

como aqueles presentes na isquemia (CARLEN et al., 2009).

Um dos primeiros indicios da sensibilidade das células ependimarias ao
estimulo derivado de lesdes foi apresentado também por Johansson et al. (1999),
quando demonstrou que o epéndima do canal central podia apresentar células em
divisdo em resposta a lesdo mecanica do tecido nervoso adjacente. Porém, talvez
esse resultado tenha sido ofuscado pela nebulosidade dos outros dados presentes
na mesma publicagao, pois somente em 2008 surgiu um estudo que considerava o
possivel condicionamento das células ependimarias a estimulos causados por
morbidades. No caso, 6-hidroxidopamina que simula os danos causados pela
sindrome de Parkinson, resultando em divisdo celular com capacidade de
diferenciagao para células de outros estratos do sistema nervoso (GLEASON et al.,
2008). E no mesmo ano, outro pesquisador, utilizando o modelo da MCAo em ratos,
obteve resultados que confirmavam a qualidade neurogénica da camada de células
ependimarias utilizando ndo apenas Dil, como também infecgdo por cepas virais
amplificadoras da expressao de de GFP, ambos injetados intraventricularmente,
obtendo como resultado a presenca tanto de células Dil*, quanto EGFP* assumindo

a morfologia de terminais sinapticos no corpo estriado (HOU et al., 2008).

Assim o grupo de Frisén reapresentou, em 2009, investigagdes sobre as
habilidades multiplicativas das células ependimarias, contudo ja considerando
inexistente a capacidade germinativa do epéndima em situagcdo normal. Desta
forma, gerando um ambiente isquémico, por meio do modelo da oclusdo da artéria
cerebral média, pbéde observar que efetivamente as células ependimarias podem
comportar-se como células-tronco, contudo somente em resposta a determinados
estimulos, e também de forma autolimitada devido a divisdo aparentar ser
estritamente assimétrica, isto é, células ependimarias em divisdo ndo geram novas
células ependimarias, impedindo a autorrenovacgao do tecido e levando a exaustao
quase que completa das areas vicinais as grandes lesdes isquémicas (CARLEN et
al., 2009).

O conjunto dos dados deve sugerir realmente um papel mais relevante
da SVZ em relagdo ao epéndima, contudo ainda faltam estudos que demonstrem
mais substancialmente a integragdo dessas novas células ao sistema nervoso. E

caso, tal integracao seja verificada, falta ainda a demonstragdo da origem dessas
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células. Assim como de se realizar tais demonstracbes em espécies superiores

como primatas ndo-humanos € humanos.

1.2 NOVOS NEURONIOS DE REGIOES NAO NEUROGENICAS.

A geragcdo de novos neurbnios em areas corticais, principalmente em
primatas, tem levantado ndo apenas amplos debates voltados a veracidade do
fenbmeno, como também suspeicdo quanto as interpretacdes de dados
consideradas “mais exoticas”. Frequentemente aquelas que tendem a confirmagao
da presenca de nichos neurogénicos em areas relativamente distantes das

supostamente habituais.

Os primeiros dados sobre neurbnios poés-natais formados, ou apenas
presentes, fora dos ventriculos e hipocampo em encéfalos adultos ilesos foram
obtidos auto radiograficamente de gatos e ratos injetados com timidina tritiada ainda
na década de 60. O experimento aparentemente permitiu observar uma marcag¢ao
nuclear neuronal localizada nas linhas medias corticais bilateralmente em ambas as
espécies testadas. Contudo a principal interpretacéo do autor para os achados auto
radiograficos voltou-se para a comprovada gliogénese que poderia, assim, contribuir

para a geragao de novos neurdnios (ALTMAN, 1963).

Em 1981, foram apresentadas novas evidéncias para neurbnios em
regides diferentes dos ventriculos e do hipocampo. Por meio de técnicas que
misturavam microscopia Optica e eletrbnica, também utilizando autorradiografia,
Kaplan (1981) demonstrou provavel marcagao de 3H-dT, em células supostamente

neuronais na camada |V do cortex visual de ratos adultos.

Contudo, o grande marco para o inicio de manifestagcbes contra a
presenca de novas areas neurogénicas parece ter sido a publicagao de Elizabeth
Gould, em 1999. Contrariando as conclusdes gerais obtidas apdés o projeto
encabecado por Rakic (1985), pois Gould et al. (1999) apresentou evidéncias que
ndo apenas contradisseram as bases da imutabilidade neuronal adulta como
também promoveu confrontagao entre as técnicas de marcagao mitética utilizando
a 3H-dT e o entdo inovador BrdU, alegando grandes fluxos de neuroblastos dentro
do neocértex. Logo em seguida, diversos trabalhos surgiram tentando repetir sem

sucesso os resultados encontrados em Gould et al. (1999) (RAKIC, 1985).



17

O advento do uso BrdU na neurobiologia completava cerca de um ano
quando foi utilizado na publicagdo de Gould gerando profundas alteragdes em
alguns dogmas até entao firmados na neurociéncia. A refutagao a diversos trabalhos
dedicados a neurogénese em primatas, dentre eles os de Pasko Rakic, levou a
repeticado dos seus experimentos da década de 70 em primatas, porém dessa vez

trocando a 3H-dT pelo até entdo recente BrdU.

Os resultados obtidos com BrdU por Rakic serviram apenas para
confirmar o que ja fora constatado anteriormente com o préprio 3H-dT. Devido ao
impacto dos resultados de Gould, outros pesquisadores, na mesma época,
adotaram iniciativas similares as de Rakic e igualmente observaram resultados
discrepantes aos de Gould, dentre eles o préprio introdutor do BrdU nos estudos do
sistema nervoso, Nowakovski (MILLER; NOWAKOWSKI, 1988, NOWAKOVSKI;
HAYES, 2000).

As evidéncias anteriores ao trabalho de Gould eram provenientes de
estudos iniciados na metade dos anos 70 que envolveram mais de 26 pesquisadores
de 7 paises que buscavam examinar por meio do exame autorradiografico de 127
especimes de macacos expostos a 3H-dT o tempo de origem de neurdnios em
primatas nao humanos. Segundo, Rakic (2002) os mais de 25 trabalhos produzidos
durante o projeto tinham como conclusdo consensual que o macaco adulto possui
grandes limitagbes para uma neurogénese continua, € mesmo ponderando
antecipadamente os possiveis problemas naturais a limitacdo da técnica, considerou
que as putativas populacdes de novas células seriam muito pequenas quando

comparadas com os resultados observados em passaros e roedores.

As contraposigdes encontradas em Nowakovski e Hayes (2000),
publicadas em periddico cientifico de elevado renome, aparentaram nao apenas
objetivar o descrédito a metodologia adotada em Gould et al. (1999), como também
ironizar suas interpretagdes, conforme se observa no titulo da publicagéo: “New
Neurons: Extraordinary Evidence or Extraordinary Conclusion?” (Em livre tradugéo
para o portugués. Novos neurdnios: Evidéncia extraordinaria, ou conclusao
extraordinaria?). O modo de utilizagdo do BrdU é um dos principais fatores
criticados, inicialmente pela suposta nebulosidade funcional do precoce uso da
ferramenta em animais adultos, tanto primatas quanto outras espécies; em seguida
considerou elevadas as doses em comparagao com aquelas usadas originalmente,

em cérebros murinos em desenvolvimento ou fetos simios, conforme Nowakowski;
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Lewin e Miller (1989), Takahashi; Nowakowski e Caviness (1995), Hayes e
Nowakowski (2000) e finalmente Kornack e Rakic (1998).

Nowakowsky e Hayes (2000) também considerou pouco usual a
velocidade migratéria das células BrdU+ calculada em 8 a 14 vezes maior que dos
neuroblastos migrando neocorticalmente observados por ele em primatas em
desenvolvimento (NOWAKOWSKI; RAKIC, 1981), ponderando sobre uma maior
dificuldade de migragdo para aqueles neuroblastos, uma vez que estariam se
deslocando por um tecido mais complexo. Logo, por reputar especificidade
insuficiente aos anticorpos usados para comprovar a transformacao das células
BrdU+, associando isso a contestada velocidade migratéria que seria mais proxima
daquela ja verificada em células gliais (KAKITA; GOLDMAN, 1999), concluiu que tal
fendbmeno nada mais seria que resultado de gliogénese adulta (NOWAKOWSKY;
HAYES, 2000).

O comentario técnico de Nowakowsky e Hayes foi recebido pela Science
Magazine em 3 de dezembro de 1999, porém sé aceito no final de margo do ano
seguinte, antecedendo pouco menos de 1 més ao recebimento da resposta de Gould
et al. aquelas contundentes contestacbes pela mesma revista (NOWAKOWSKY;
HAYES, 2000).

Na resposta, Gould et al. (1999) avaliou que tanto as consideragdes de
Nowakowski e Hayes (2000) eram imprecisas quanto as criticas dos mesmos as
conclusdes contidas no trabalho dela ndo eram substancializadas por logica, dados

ou literatura.

Dentre as criticas rechagadas por Gould constava, por exemplo, de
Nowakowsky renegar um possivel fenétipo neuronal com velocidades migratérias
supostamente tao elevadas, alegando que a presenga da maioria daquelas células
ainda encontrava-se na substancia branca em uma semana, logo levando mais
tempo do que aquilo sugerido por Nowakowski e Hayes (2000), além da existéncia
de trabalhos anteriores afirmando que alguns tipos neuronais podem migrar dentro
da faixa de velocidade proposta (GOULD et al., 1999).

Quanto a assertiva de pouca especificidade dos anticorpos usados em
Gould et al. (1999), a autora considerou pouco provavel que, mesmo ocorrendo
possivel reacdo cruzada, os trés marcadores fenotipicos pudessem oferecer
resultados similares sem que, de fato, as células marcadas fossem neuronais
(NOWAKOWSKI; HAYES, 2000).
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Contudo, algumas questdes levantadas pelo comentario técnico de
Nowakowski e Hayes permaneceram sem resposta como a padronizagdo da dose

de BrdU em amostras adultas.

A despeito das criticas, Elizabeth Gould deu continuidade as suas
pesquisas com neurogénese adulta, publicando em 2002 uma continuidade a Gould
et al (1999) comparando a produgéo e a sobrevivéncia tanto de células neuronais
quanto gliais nas areas do giro denteado, e dos cértices pré-frontal e temporal
inferior. Os novos resultados passaram a destacar o hipocampo em detrimento das
outras areas corticais tanto quanto a produgao de células BrdU+ quanto as de
fendtipo definido. O que acabou por desmentir suas préprias conclusdes anteriores
guando ndo somente a afirmou a presenca de um “consideravel numero de novas
células no neocdrtex possivelmente neuronais" como também sugeriu uma provavel
quantidade real muito superior devido ao curto tempo de absorcdo do BrdU
(NOWAKOWSKI; LEWIN; MILLER,1989, GOULD; GROSS, 2002).

Outros estudos foram realizados em espécies do novo mundo e de porte
menor que dos espécimes analisados por Rakic e Gould, utilizando também o BrdU
conjuntamente com marcadores fenotipicos. A descricdo do autor demonstra um
mitético e neurogénico similar aquele observado em roedores quando se avalia zona
subventricular e faixa migratéria rostral (BEDARD et al, 2002, DOESTCH, 1999). Do
panorama hipocampal, estresse por enfrentamento - coping - pode gerar aumento

da producgao neurogénica (LYONS et al., 2009).

1.3 ABIOLOGIA DA NEUROGENESE

Neurogénese, de modo geral, constitui-se na geragao de neurbnios a partir de
células progenitoras e que deverao se integrar funcionalmente ao sistema nervoso
(RAMON Y CAJAL 1913). As células neuroepiteliais sdo as progenitoras primordiais
originarias diretamente do tubo neural e que produzem os primeiros neurénios e
astrocitos do telencéfalo embrionario, além de outras duas populacbes de
progenitores: A glia radial, e as células progenitoras basais (GUILHERMOT, 2005).

Porém tudo é antecedido pelo momento em que o mesoderma dorsal na
porcdo média anteroposterior inicia a neurulagdo ao sinalizar as células do

ectoderma adjacente que se alonguem no sentido dorsoventral gerando a regiao
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espessada conhecida como placa neural que se distinguira nitidamente da regiao
pré-epidérmica marginal do ectoderma que apresentara, naquele momento, células
achatadas (SMITH; SCHOENWOLF, 1989, KELLER et al., 1992, GILBERT, 2000).

O neuroepitélio primitivo que sera a fonte original para os precursores neurais,
neurdnios, neuroglia e células ependimarias se constitui a partir desse alongamento
polarizado das células da placa neural que contudo precisara dos dobramentos
longitudinais necessario para os envaginamentos laterais no nivel da crista neural
no sentido ventrodorsal, e um envaginamento central no eixo anteroposterior que
além de gerar o folheto de formato cilindrico conhecido como tubo neural
internalizara a porgao dorsal para o lumen do mesmo tubo (MOREST; SILVER 2003,
GILBERT, 2000).

O tubo neural, logo apds o fechamento, vai apresentar no lUmen um epitélio
rudimentar de camada simples que sera, porém, a principal zona proliferativa para
células-tronco neurais, e marco inicial da neurogénese (HINDS; RUFFETT, 1970).
Esse neuroepitélio pseudo-estratificado composto por células-tronco foi nomeado
pelo Boulder Committee (1970) como Zona Ventricular.

Logo, as primeiras células-tronco do Sistema Nervoso Central sdo as células
Neuroepiteliais que em conformidade com o desenvolvimento embrionario irdo gerar
células-tronco adicionais (Expanséo) para entdo produzirem ou progenitores pré-
direcionados ou células ja diferenciadas (Diferenciagao) (SALOMONI; CALEGARI,
2010).

A morfologia pseudoestratificada da Zona Ventricular € devida ao fenémeno
conhecido como Migragao Nuclear Intercinética (INM) onde o nucleo celular transita
entre a superficie apical e a parte basal do tecido epitelial polarizado em sincronia
com o ciclo celular (KOSODO, 2012). Um mecanismo molecular proposto para a
sincronia entre o deslocamento nuclear e o ciclo celular sugere que o acumulo no
processo apical de uma proteina associada a microtubulos chamada, Tpx2, permite
sua ligagao a microtubulos promovendo a migragao nuclear de G2 (KOSODO et al.,
2011).

1.3.1 O Ciclo Celular na Neurogénese

A INM pode ser um marcador acurado das fases do ciclo celular na Zona
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Ventricular apresentando como caracteristicas um movimento oscilatério do nucleo
restrito ao eixo basoapical e o comprometimento desse movimento nuclear com o
momento da progressao do ciclo celular.

Apos a divisao celular (Fase M), o nucleo pode ser observado na superficie
apical de onde migrara para o lado basal durante a fase G1, permanecendo la
durante a fase S, ja o percurso de retorno do nucleo a face apical € o momento em
gue a célula se encontra na fase G2, as portas da fase M. Contudo a transicdo do
momento em que o tecido germinativo se expande para aquele em que suas células
passam a se diferenciar parece ter seu suporte fundamental na fase G1
(SALOMONI; CALEGARI, 2010).

Dentre os controladores da progressao do ciclo celular, ilustrada pela INM, os
complexos Quinases Dependentes de Ciclinas (CDK)/Ciclina e seus inibidores séo
0s que apresentam maior destaque e melhor caracterizacdo (OHNUMA; HARRIS,
2003, BALLY-CUIF; HAMMERSCHMIDT, 2003, DEHAY; KENNEDY, 2007,
BLOMEN; BOONSTRA, 2007).

As CDK possuem um nivel quantitativo estavel, enquanto o nivel de ciclinas
varia em conformidade com a fase do ciclo celular, logo considerando a necessidade
da firme associacdo das CDKs a forma correspondente de ciclina, assim serao
regulados o inicio e o fim de cada estagio ciclico celular (ALBERTS et al., 2004). De
tal forma, assim como a posicao nuclear na INM a expressao e degradacao das
ciclinas também acompanham momentos especificos do ciclo celular, sendo que os
inibidores de CDK vao promover o controle da velocidade do ciclo, assim como a
prépria quiescéncia celular que é determinada durante G1 (KENNEDY, 2007,
BLOMEN; BOONSTRA, 2007). Tal fungdo justifica que mesmo neurdnios adultos
continuem a expressar inibidores de CDK, possivelmente para garantir que a célula
nervosa permanega em estado pos-mitético (HERRUP; YANG, 2007)

A manipulagao de Ciclinas como a D de modo a reduzir o tempo da fase G1
leva supostamente a expansao dos precursores neurais (LANGE et al. 2009, PILAZ
et al. 2009).
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1.4 NEUROGENESE NO CEREBRO DE PRIMATAS ADULTOS

Ha uma concepcdo tradicional de que o neocértex de primatas adultos é
estruturalmente estivel e que a neurogénese e a formagédo de sinapses ocorre
somente durante o desenvolvimento (RAKIC, 1985, BOURGEOIS; GOLDMAN-
RAKIC; RAKIC, 1994). Em primatas, os cortices pré-frontal, temporal inferior e
parietal posterior sdo importantes para a funcao cognitiva. Alguns estudos sugerem
gue, em macacos adultos, novos neurdnios sao adicionados a estas areas de
associacao neocortical, mas ndo em areas sensoriais primarias como o cortex
estriado. Os novos neurdnios aparecem inicialmente na SVZ e migram através da
substancia branca em direcdo ao neocortex (GOULD et al., 1999).

Atualmente existe uma grande discussdo a cerca da existéncia de
neurogénese no neocortex de primatas adultos, principalmente entre dois grandes
grupos de pesquisas, liderados por Elizabeth Gould e Pasko Rakic. O primeiro grupo
relata, em seus estudos com primatas, que 0s novos neurénios migram a partir da
SVZ, passando pela substancia branca cortical, em direcdo ao sulco principal do
cortex pré-frontal (GOULD et al., 1999, GOULD et al, 2001). Rakic e colaboradores,
por sua vez, sugerem que pode ocorrer proliferagédo celular no neocortex de primatas
adultos, porém sem neurogénese (KORNACK; RAKIC, 2001). Estes autores
guestionam os dados de Gould e colaboradores, sugerindo que a suposta corrente
de células migratérias seria, na verdade, vasos sanguineos ou células endoteliais e
oligodentrdcitos. Além disso, este grupo acredita que os estudos que obtiveram
dados que sugerem a existéncia de neurogénese cortical ndo utilizaram marcadores
celulares especificos, permitindo possivel enviesamento dos resultados obtidos

(RAKIC, 1985).
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1.5 HIPOTESE E PARADIGMA EXPERIMENTAL

Como relatado anteriormente, existe grande polémica quanto a existéncia de
neurogénese no neocOrtex de primatas adultos ndo patologicos (RAKIC, 1985,
RAKIC, 2002, GOULD et al., 1999, KORNACK; RAKIC, 2001, GOULD et al., 2001).

A investigacdo deste fendmeno em primatas ndo-humanos é de relevancia
cientifica, considerando a proximidade filogenética com seres humanos. A
existéncia de neurogénese no neocortex adulto pode indicar que 0s circuitos neurais
desta regido podem ser remodelados e, até mesmo, substituidos em condicGes
patolégicas. Além disso, a estrutura das regifes sabidamente neurogénicas (SVZ e
SGZ) foram pouco estudadas no cérebro de primatas. Estudos detalhados da
composicado celular e caracteristicas ultraestruturais das regides neurogénicas em
primatas similares aqueles realizados em camundongos e ratos (DOETSCH, 1997,
DANILOV, 2008) sao inexistentes. Na presente tese de doutorado, investigamos a
organizacado das regides neurogénicas do encéfalo adulto do primata amazénico: O
Cebus apella. Inexistem estudos sobre os padrées de neurogénese endégena neste
animal. Além disso, investigamos as regides ditas nao neurogénicas no sistema
nervoso central deste animal, incluindo o prosencéfalo. No que concerne a esta
tltima etapa da investigacdo, investigamos a hipdtese de que possa ocorrer
neurogénese nas regides corticais de maior importancia para o estilo de vida da
espécie em questdo. Uma area de eleicdo para esta fase de investigacao sera o
cortex visual, considerando que primatas obtém maior parte da informacéo sensorial
através da visdo. Além disso, o coOrtex visual de primatas é uma area com

peculiaridades estruturais inexistentes nas outras regides corticais (RAKIC, 1985).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando a necessidade de novas abordagens terapéuticas visando
amenizar os danos causados pelo AVEnc, e por outras doengas neurodenerativas
que tornam a proliferagcdo celular mais ativa em niveis ventriculares, decidimos
investigar a capacidade neurogénica de uma espécie que apresentasse juntamente
maior simplicidade taxonémica com maior complexidade girencefalica, no caso um
primata do novo mundo que ainda ndo apresentasse estudos voltados para fisiologia

neurogénica especificamente.

A espécie escolhida foi a C. apella por sua acessibilidade amostral dentro
da regido amazonica e apresentar porte de médio a grande; além de sofisticada
capacidade cognitiva (GALVAO et al., 2002) o que sugere consideravel
desenvolvimento neocortical; e finalmente por ser uma espécie de primata regional
de fisiologia geral mais estudada (LARSSON et al., 1999, LARSSON et al., 1997)
assim como ja ter conhecidos alguns aspectos morfolégicos de interesse para este

projeto, como a superficie luminal do plexo coroide (TAMEGA et al., 2000).
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3 OBJETIVOS:

3.1 GERAL

Investigar a migragcdo, o amadurecimento, e finalmente a origem de
neurbnios recém gerados, presentes em areas possivelmente mais ativas do

encéfalo do Cebus apella.

3.2 ESPECIFICOS

a) ldentificacdo de corpos celulares de possivel natureza neurogénica em
diferentes cortes existente nas paredes dos ventriculos laterais por

violeta de cresila.

b) Verificar a presenga de fendtipos de natureza neurogénica em
diferentes cortes coronais do polo occipital ao frontal por meio de
imunohistoquimica utilizando os marcadores Anti-DCX, Anti-nestina, e

Antisox2.

c) Verificar padrées proliferativos usando diferentes cortes coronais do
polo occipital ao frontal por meio de imuno-histoquimica utilizando os

marcadores anti-KI67 e anti-BrdU.

d) Comparar os padrdes neurogénicos e proliferativos procurando pela

possivel associagao entre ambos.
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4 METODOS EXPERIMENTAIS

4.1 ANIMAIS

Utilizamos 6 primatas ndao-humanos, adultos, machos, da espécie Cebus
apella (Macaco-prego, 10 anos de idade), com pesos entre 2,1 e 2,8 Kg (média 2,5
Kg). Os animais vieram do Biotério Central da Universidade Federal do Para.

Os primatas foram mantidos em gaiolas-viveiro individualizadas, em
temperatura ambiente em torno de 25 °C, com ciclos de 12 h claro/12 h escuro, com
comida e agua ad libitum, além do controle de ecto e endoparasitas. Todos os
procedimentos experimentais foram realizados em obediéncia as normas sugeridas
pela Society for Neuroscience (SfN, USA), National Institute of Health (NIH, USA) e
pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacéo da Universidade

Federal do Para (CEPAE — UFPA, PARA, BRASIL).

4.2 TRATAMENTO COM 5-BROMO-2'-DEOXIURIDINA (BRDU)

Atualmente, considera-se que injegdes intraperitoneais, com subsequente
marcagao imuno-histoquimica, do analogo da timidina, BrdU, sdo um método de
eleicdo para identificacdo de células mitdticas no SNC adulto (ARVIDSSON et al,
2002 ; THORED et al, 2007; DANILOV et al, 2008).

Neste projeto, os animais (N= 6) receberdo uma injecdo diaria por via
intraperitoneal (i.p) de BrdU (SIGMA, 150 mg/kg dissolvidos em PBS a 0,1 M; pH
7,4; esta dose sera usada em todos os experimentos) durante 7 dias, sendo que
foram mantidos os mesmos horarios para todas as aplicagbes do analogo da

timidina. Apoés o tratamento com BrdU, os animais foram sacrificados 30 dias apés
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o ultimo tratamento, em conformidade com Thored (2007).
Avaliamos a presenga de neuroblastos migratérios (neurbnios imaturos)
positivos para DCX (do inglés, doublecortin) e BrdU para avaliagdo de neuroblastos

recém-gerados nas diversas regides do SNC do Cebus apella.

4.3 PERFUSAO, CRANIOTOMIA E MICROTOMIA

Os animais foram anestesiados profundamente com pentobarbital sédico (60
mg/Kg, CRISTALIA). Antes de qualquer processo cirurgico, foram testados os
reflexos corneano e o de resposta a estimulos motores. Os animais s6 foram
manipulados apdés a abolicdo completa destes reflexos. A perfusao iniciara com uma
toracotomia ampla, até a completa exposi¢cdo do coragdo e dos grandes vasos. A
seguir, sera injetado diretamente no ventriculo esquerdo 0,5 ml de solugdo de
heparina sddica (5.000 Ul / ml, LIQUEMINE, ROCHE), a fim de evitar a coagulagao
do sangue. A perfusao sera feita por meio de uma canula inserida diretamente no
ventriculo esquerdo do animal, através da qual se injetara 500 a 1000 ml de solugao
de cloreto de sddio a 0,9%, seguidos de 1.000 a 2000 ml de paraformaldeido a 4%
diluidos em tampéao fosfato 0,1M (pH 7,2 — 7 ,4).

Apés a perfusao, foi realizada a craniotomia e os encéfalos foram removidos
da caixa craniana. Para garantir fixacdo adequada, os encéfalos foram pds-fixados
por imersado, no mesmo fixador utilizado na perfusao por um periodo de 24h.

Apés a fixagao, os encéfalos foram imersos em solugdes crescentes de uma
mistura de sacarose e glicerol, diluida em tampé&o fosfato 0,05M para a crioprote¢cao
tecidual. Em seguida, blocos dos encéfalos foram imersos no meio de incluséo
Tissue-TeK OCT 4583 (SAKURA), congelados e cortados coronalmente em criostato

(ZEISS-MICRON, HM 505 E) a espessura de 20 e 40 um. Os cortes de 20 um serdo
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montados em laminas gelatinizadas e acondicionadas a —20 °C . Os cortes de 40

um foram acondicionados em solugao anti-congelante na geladeira.

4.4 ESTUDOS IMUNOHISTOQUIMICOS

Para identificarmos os diversos componentes celulares das regides
neurogénicas e nao neurogénicas do SNC do Cebus apella realizamos uma série

de estudos imuno-histoquimicos utilizando os seguintes anticorpos:

4.5.1 BrdU

O BrdU injetado intraperitonealmente para a marcagao de células
mitéticas no cérebro adulto foi visualizado através de imuno-histoquimica com o

anticorpo anti-BrdU (1:100, NOVOCASTRA, UK) (THORED et al., 2007).

4.5.2 Neuroblastos

Neuroblastos migratorios foram marcados com o anticorpo anti-DCX
(1:400, SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY) (THORED et al., 2007) e anticorpos anti-
PSA-NCAM (PolySialic Acid Neural Cell Adhesion Molecule) (1:500, CHEMICON)
(DANILQOV, 2008).

4.5.3 Precursores neurais

Antissox2 se liga a fatores de transcrigdo da familia de proteinas SOX,
estando relacionado a manutengao da identidade do progenitor neural, de modo que
que as células positivas para esta marcagao podem permitir a identificacido de
possiveis células neurais pluripotentes (SUH et al., 2007)
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Antinestina deve manter ligagdo com uma proteina codificada pelo gene

NES que esta presente em axdnios em crescimento.

TABELA 1. ANTICORPOS UTILIZADOS PARA O ESTUDO

IMUNOHISTOQUIMICO.

Anticorpo Fabricante | Diluicao Finalidade
AntiBrdU Novocastra 1:100 BrdU
AntiDCX Sta. Cruz 1:400 Neuroblastos migratorios
Antissox-2 ABCAM 1:200 Precursores neurais
Antinestina ABCAM 1:100 Precursores neurais

4.5 ANALISE QUALITATIVA

Todas as secgodes coradas pelos diferentes métodos imuno-histoquimicos
foram analisadas em microscopio 6ptico (NIKON, Eclipse i50) Imagens de secgdes
contendo os campos mais ilustrativos foram adquiridas com o uso de uma camera
digital acoplada ao microscopio Optico e ao sistema computacional
Stereoinvestigator (MOTICAM, CAN).
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5 RESULTADOS

5.1 VIOLETADE CRESILA

O estudo citoarquitéténico ao longos dos eixos rostro-caudal em cortes
coronais corados por violeta de cresila demonstrou maior presencga de células nas
paredes ventriculares da regido frontal, em conformidade com a figura 2, e uma
densidade qualitativa similar entre as regides superior e inferior do ventriculo lateral,

como pode ser visto na figura 3.
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Figura 1. Paredes dos ventriculos laterais do macaco Cebus apella corado por violeta de
cresila. (A) 4X, (B) 10X. SVZ: Zona Subventricular, VL: Ventriculo Lateral, EST: Estriado,
Setas: corpos celulares. escala: 50 um.
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Figura 2. Comparagao visual da presencga de células entre a zona subventricular e o a
regido préoxima ao vértice inferior do ventriculo lateral. Escala: 300 pm.
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5.2 DCX

Poucos neuroblastos foram encontrados, sendo a maioria identificada
no lobo frontal conforme figura 4 e 5A, com alguns registros no Polo Occipital (Figura
5B) e no corpo caloso também na regido do lobo frontal, resultado compativel com
a fase etaria adulta do animal, que sugere menor produgao de neuroblastos.

Figura 3. Presencga de células DCX+ no ventriculo lateral do macaco Cebus apela. (A) 10X
e (B) 40X SVZ: Zona Subventricular, VL: Ventriculo Lateral, Setas: neuroblastos. Escalas:
A=50 pym, B=10 ym
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Figura 4. Marcagao em DCX de ventriculo e diversas areas. (A) Outra representagcéo de
células DCX+ em formato alongado na parede do ventriculo lateral. (B) Célula DCX+
localizada no polo occipital. (C) Marcagdes DCX+ no corpo caloso em aumento maior e (D)
menor aumento. Setas: Neuroblastos. Escalas A, B e D= 50 ym, C=300 p.

5.3 BRDU

Possiveis células recém geradas foram também de pouca presenga com
algumas observagdes em areas excepcionais como no Polo Occipital (Figura 6).
Dado concernente com a area considerada estabilizada e infértil para a geragéo de

novos neurdnios.
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Figura 5. Célula BrdU+ encontrada no polo occipital do macaco Cebus apella.
Setas: aponta para célula BrdU+. Escala: 300 ym.

54 SOX2

Dentre as evidéncias de possiveis precursores neurais foi observada no
lobo frontal uma marcagéo positiva para Sox2 (Figura 7). O que permite sugerir que
mesmo em atual estagio senescente, em condigdes patoldgicas possa ser possivel
uma ativacao de algumas células para possiveis ativagdes neurogénicas em virtude
da possivel presenga de um progenitor neural
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Figura 6. Demonstragdo de marcacgao positiva para SOX2, seta aponta para célula
SOX2+. Escala: 50 ym

5.5 NESTINA

Possiveis neuronios gerando novas projecbes foram observados no
coxtex frontal em conformidade com o que é visto na figura 8. Podemos sugerir
possivel presenca de neuroplasticidade no cortex frontal, considerando a

comunicacgao que esse lobo apresenta com as outras areas cerebrais.
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Figura 7. Células positivas para Nestina no lobo frontal, sendo algumas indicadas por
setas. Escala: 300 um.
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6 DISCUSSAO

Observagdes com Violeta de Cresila demostraram a presenca de
numerosos corpos celulares nas paredes ventriculares, o que pode suscitar
investigacbes por uma sugerivel capacidade neurogénica. Contudo, devido as
restricoes técnicas derivadas da Violeta de Cresila, a mesma indicagao relacionada

a outras areas como corpo estriado e os lobos torna-se impossibilitada.

6.1 DCX

A observacao da presencga normal de células DCX positivas nas paredes
ventriculares do Cebus apella € compativel com os achados em Wang et al., (2011)
gue demonstram a presencga continua de neuroblastos nas paredes ventriculares de
macacos Rhesus com células apresentando morfologia migratéria porém com
aparentemente pobres caracteristicas proliferativas, contudo diferindo em alguns
aspectos como a auséncia de uma bem caracterizada faixa migratoria rostral, assim
como nenhuma presenga de neuroblastos na regides corticais mais anteriores do

Cebus apella.

Tal auséncia de neuroblastos nas regides prosencefalicas mais anteriores
bem como a relativamente baixa presenca das mesmas células nas paredes
ventriculares no Cebus apella vem a corroborar o comentario técnico de Sanai et al.
(2008) refutando a considerada alta proliferacao de neuroblastos observada em
humanos por Curtis et al. (2007). Sanai et al. (2008) concebeu que as alegagdes de
Curtis et al. (2007) eram pouco substanciais como na assertiva sobre a presenca de
dezenas de milhares de neuroblastos nas paredes do corno ventricular anterior
utilizando um marcador, segundo Sanai et al. (2008), possivelmente inadequado
para tal investigacdo em tecidos humanos. De tal forma, os dados obtidos neste
trabalho com marcadores anti-DCX parecem concernentes com aqueles

encontrados em humanos assim como em macacos de maior porte como o Rhesus.
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6.2 BRDU

Em uma regido aparentemente dentro da area 17 de Brodmann
encontramos uma provavel marcacao positiva para o BrDU, o que pode sugerir a
presenga de algum tipo celular de natureza proliferativa dentro da area visual
primaria, resultado que a grosso modo se compatibiliza com aquele encontrado por
Kaplan e Bell (1981), que alegou ter encontrado na camada 4 do cértex estriado
células com morfologia similar a de neurénios, porém com marcagao positiva para
timidina tritiada, dado que o autor ponderou como valido para afirmar que encontrara

novos neurbnios em uma regido ndo neurogénica.

Porém, nossos dados n&o reforcam aqueles de Gould et al. (1999) que
prioriza a geragao cortical de novos neurbnios para as fungdes associativas,
justificando, dessa forma, auséncia de marcacao positiva para BrDU no cortex

estriado em seus dados.

Contudo, a presenca de possivel proliferacdo celular ndo produz
evidéncia insofismavel de neurogénese, pois o BrDU se insere em células pos-
mitéticas de forma geral, independente do fenétipo que a mesma assumira apos a
maturagdo (MILLER; NOWAKOWSKI, 1988).

6.3 SOX2

A presenga de sox2, caracteristica tanto para células tronco
indiferenciadas quanto progenitores neurais, numa regidao do coértex frontal corrobora
com o trabalho de Gould et al. (1999) que encontrou, segundo a prépria autora,
grandes fluxos celulares em areas associativas. Pois, células positivas para Sox2
no tecido nervoso apresentam dois tipos populacionais com potencial mitético para
a producao tanto de neurbnios e células gliais quanto de outras ceélulas sox2+
(HOONKYO et al., 2007). Embora inicialmente confronte com as conclusbées de
Rakic (2002) e de Nowakowski e Hayes (2000), é necessario realgar que
neuroblastos ndo foram encontrados nas regides mais anteriores do cortex,
destacando uma caracteristica paradoxalmente senescente em uma célula com

putativas potenciais caracteristicas proliferativas.
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Apesar de que no trabalho posterior de Gould e Gross (2002) os mesmos
terem afirmado que as quantificagdes de novos neurdnios eram bem mais discretas
que aquelas observadas em Gould et al. (1999) as declaragdes sobre a presencga
de novas células corticais ndo cessaram. Ainda na publicagéao de 1999, a zona
subventricular foi considerada a fonte original de neuroblastos compativel com
aquilo observado com dcx em nossos trabalhos, contudo nao foi encontrado recurso
que permitisse de qualquer maneira haver nichos neurogénicos nas regides corticais
associativas, onde os dados de Gould et al. (1999) acabam por se conflitar com os
NOsSsos pois a presencga de células marcadas com sox-2 podem oferecer uma nova
opcao de fontes de neuroblastos, mesmo ndo se demonstrando a presenca de
neuroblastos proximos, o que leva a indicagdo de uma caracteristica senescente ao
possivel nicho neurogénico, fendbmeno similar ao observado na camada de células

ependimarias (Carlén et al., 2009).

Nossos dados nao refutam, nem se conflitam com Rakic (2002, 2002b)
nem com Kornack e Rakic (1998) pois apesar de apresentamos uma possivel
evidéncia de uma classe celular capaz nao apenas de produzir novas células como
também de aumentar a propria capacidade proliferativa do nicho por meio de auto-
replicacao, a auséncia de células com marcacgao positiva para DCX ratifica, a priori,
as alegacgdes sobre a imutabilidade cerebral postuladas por Cajal e defendidas por
Rakic. Nao obstante, em condi¢bes patoldégicas, como o AVEnc, tecidos
considerados senescentes tém demonstrado adquirir status proliferativo (CARLEN
et al, 2009). Vale ressaltar que nao apenas condicbes de morbidez podem
apresentar estimulos a neurogénese, outros fatores podem também desencadear o
aumento da produgdo de novos neurdnios assim como os exercicios fisicos, e a
aprendizagem (VAN PRAAG et al., 1999, GOULD et al.,1999b).

A possivel descoberta de uma célula SOX2+, mesmo que Unica, pode
levantar especulagées quanto como as condigdes padrao para o alojamento dos
primatas pode interferir nos resultados de uma investigagado sobre neurogénese,
inclusive nas conclusdes de Rakic (2002) e de Kornak (1998). Pois se os espécimes
nos citados trabalhos ao invés de uma cela, fossem mantidos em ambiente
espacoso e enriquecido, ndo poderiam apresentar uma quantidade massiva de
neuroblastos como aqueles observados em Gould (1999)? E quanto a nossos
resultados com Cebus poderiam apresentar além dos neuroblastos ausentes,

também uma quantidade maior de progenitores neurais auto-replicativos?
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6.4 NESTINA

O mesmo progenitor pode ser marcado tanto por Nestina quanto por Sox2
(SUH et al. 2007, STRECKFUSS-BOMEKE et al.,2009). Logo, a marcagdo de

Nestina no cortex indica uma revalidagdo da coloramento por Sox2.

A presenga de marcacgao positiva para Nestina também foi observada em
outras publicacdes para células ependimarias assim como diversos outros fendtipos
celulares como as células tipo A, B e C (DOETSCH et al., 1997). Contudo, nao se
pode esquecer que mesmo expressando elevados niveis de Nestina, células
ependimarias sao consideradas terminalmente diferenciadas (BRUNI et al., 1985),
porém os dados de Carlén et al. (2009) precisam ser rememorados para nao se
negligenciar as habilidades de algumas células do sistema nervoso central

consideradas senescentes de novamente expressar caracteristicas neurogénicas.

Possivelmente ambos os achados no cértex frontal do Cebus apella
podem permitem sugerir estudos vindouros com dupla marcagéo, diferentes
estagios etarios e niveis de enriquecimento ambiental para observar melhor que tipo

celular pode estar sendo abrigado nesta camada cortical.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que o encéfalo de C. apella mostrou-se uma boa
alternativa as espécies de macaco de maior porte e manutengcédo mais dificultosa por
apresentar nao apenas menores porte, necessidade de espaco, e alta complexidade
cortical, assim como os humanos. Quanto aos achados imuno-histoquimicos,
encontramos uma zona subventricular muito similar aquela observada em humanos
no que concerne a células DCX+. Quanto a presenca de células positivas para DCX,
encontramos marcagao inesperada na por¢gao medial do corpo caloso. Progenitores
neurais foram também encontrados em areas consideradas nao-neurogénicas, no
caso, cortex frontal em marcagdes tanto para sox2 quanto para nestina, porém em

uma quantidade bastante pequena.
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