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RESUMO 
 

O córtex pré-frontal (CPF) de mamíferos está envolvido no processamento de diversas 

funções que vão desde cognição até controle motor complexo para interações sociais. 

Para esta área do córtex cerebral, ainda não há definição de duração e de quando 

ocorre o fechamento do seu período crítico de plasticidade. Um dos potenciais 

marcadores biológicos para isso podem ser as Redes Perineuronais (RPNs). O 

presente trabalho investigou a distribuição espacial e temporal das RPNs durante o 

desenvolvimento do CPF medial de ratos, utilizando-se a histoquímica com a 

aglutinina Vicia villosa. Utilizamos 21 ratos Rattus novergicus, da linhagem wistar, 

todos machos, que foram aleatoriamente divididos em sete grupos experimentais, 

compostos por 3 animais em cada grupo, da seguinte forma: grupo de 7, 14, 20, 26, 

58, 75 e 135 dias pós-natal, respectivamente. Nossos resultados demonstram que no 

CPF, as RPNs surgem em P26 com pequeno número de células Vv+ e com perfil 

imaturo, aumentando em números totais até a fase adulta quando há o predomínio de 

perfil maduro da RPNs. Concluímos que o início do período crítico de plasticidade no 

CPFm de ratos da linhagem Wistar criados em condição padrão de laboratório ocorre 

em 26 e o seu fechamento ocorre em P75 há diminuição progressiva do número de 

RPNs com perfil imaturo e aumento concomitante do número de RPNs com perfil 

maduras durante o desenvolvimento pós-natal do CPFm, tornando este perfil de RPN 

mais prevalente em idades mais avançadas, por volta dos 3 meses de idade, quando 

os animais já são considerados adultos jovens.  

 

 

Palavras-chave: Redes Perineuronais; Córtex Pré-frontal; Período Crítico de 

Plasticidade; Plasticidade Neural. 
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ABSTRACT 
 

The mammalian prefrontal cortex (PFC) is the cerebral cortex area involved in 

processing several functions as cognition and complex motor control for social 

interactions. In this PFC area, there is no duration of the time window definition about 

its critical period of plasticity. One of the potential biological markers for this may be 

the Perineuronal Nets (PNNs). The present work aimed to examine the developmental 

time course of PNN formation focusing on the medial prefrontal cortex (mPFC) of rats 

using histochemistry with Vicia villosa agglutinin. We use 21 male rats Rattus 

novergicus, wistar lineage, which were randomly divided into seven experimental 

groups, composed of 3 animals in each group, as follows: group at 7, 14, 20, 26, 58, 

75, and 135 postnatal days, respectively. We found that in PFC, PNNs appear at P26 

with a small number of Vv+ cells, increasing in total numbers until adulthood. The 

results of the present study demosntrate the temporal development of PNN formation 

in the Wistar rats mPFC, and we suggest a time window for the end of the critical period 

of plasticity in this cortical area (26- 75 postnatal days), there is a progressive decrease 

in PNNs with immature profile and a concomitant increase in mature PNNs during 

postnatal development of the mPFC, making this PNNs profile more prevalent at more 

advanced ages, around 3 months of age, when the animals are already considered 

young adults. 

 

 

Keywords: Perineuronal nets; Prefrontal cortex; Critical period of plasticity; Neural 

Plasticity. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

A Plasticidade Neural ou Neuroplasticidade refere-se à capacidade do Sistema 

Nervoso Central (SNC) de realizar mudanças estruturais e funcionais em resposta à 

experiência sensorial prévia e em resposta à lesão do tecido nervoso (ISMAIL, 2017). 

Essa maleabilidade do SNC é realizada principalmente pela modulação de um 

subconjunto de mecanismos genéticos, moleculares e celulares que estimulam a 

dinâmica das conexões sinápticas e, finalmente, a formação de circuitos neurais que 

levam ao ganho ou perda de função e, consequentemente, mudanças de 

comportamento ou função (ISMAIL, 2017). 

Em seres humanos, o SNC é mais sensível à experiência prévias durante a 

infância, quando está mudando de forma mais dramática. Por exemplo, é 

consideravelmente mais fácil aprender uma segunda língua quando criança do que 

como adulto (ISMAIL, 2017). Embora a aquisição da linguagem não seja impossível 

na idade adulta, alcançar a fluência em língua estrangeira requer muito mais 

exposição e prática do que na infância (WERKER; HENSCH, 2015).  

No final do período crítico de plasticidade, uma estrutura especializada da 

matriz extracelular chamada rede perineuronal (RPN) deposita-se em torno de alguns 

subtipos de neurônios, ajudando a estabilizar as conexões neurais recentemente 

estabelecidas (CARULLI, 2016) O período de formação e amadurecimento das RPNs 

divergem entre áreas funcionais distintas do córtex cerebral, sustentando a ideia de 

que a maturação da RPN está funcionalmente relacionada ao fechamento de períodos 

críticos de plasticidade para a aquisição de funções específicas (CARSTENS et al., 

2016). 

Elucidar os mecanismos pelos quais as RPNs atuam é desafiador, mas possui 

uma aplicação prática importante e fundamental para a compreensão dos 

mecanismos de plasticidade neural com ênfase no fechamento do período crítico de 

plasticidade. No presente trabalho, propomos avaliar a evolução temporal do 

surgimento e a distribuição espacial das RPNs no desenvolvimento pós-natal do 

córtex pré-frontal (CPF) de pequenos roedores (ratos) e assim poder ter este 

parâmetro para determinar a sua janela de tempo do período crítico de plasticidade. 

Saliento que nas últimas décadas, a importância do CPF no funcionamento, 

integração e evolução do comportamento em primatas não humanos e humanos tem 

sido investigada e destacada, associando-se com um maior desenvolvimento de 
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habilidades cognitivas superiores e como uma região chave na articulação do 

comportamento e das emoções (WIDGE; HEILBRONNER; HAYDEN, 2019).  

  

1.1 Córtex Pré-Frontal 
 
O CPF está relacionado a processos diversos que vão desde a cognição até 

atividade motora complexa para interações sociais (RAY, 2012). Uma vez que essa 

área cortical cerebral recebe grande número de aferências de diferentes estruturas 

cerebrais e de uma vasta gama de estruturas subcorticais como, por exemplo, o tronco 

encefálico e o tálamo (KOLB et al., 2012), ela se torna essencial para a integração 

multissensorial, função executiva, linguagem, cognição social e a regulação do 

comportamento emocional (LAUBER, 2016).  

O CPF tem sido foco de inúmeras pesquisas científicas publicadas nos últimos 

anos, por exemplo, só nos últimos 4 anos são 17.329 novos artigos científicos 

publicados segundo a plataforma de busca de literatura científica PUBMED 

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Prefrontal+cortex&filter=years.2018-2022). 

Isso se deve à sua associação com distúrbios psiquiátricos com tendência de aumento 

na prevalência em todo o mundo: transtorno de déficit de atenção e hiperatividade; 

esquizofrenia, autismo, depressão etc. (BENNETT, 2011; DALLEY; CARDINAL; 

ROBBINS, 2004). Além disso, o CPF é área do córtex cerebral mais importante para 

coordenar/articular respostas comportamentais, neuroendócrinas e autonômicas, 

particularmente para estressores antecipatórios (MCKLVEEN, 2018). Entretanto, até 

o presente momento, não está bem estabelecido qual a janela temporal do período 

crítico de plasticidade do CPF. No presente trabalho, abordamos esta questão 

avaliando a distribuição espacial e temporal de redes perineuronais no CPF de 

pequenos roedores. 

 

 1.1.1 Localização e divisão do Córtex Pré-Frontal 

 

O CPF está situado no lobo frontal no encéfalo dos mamíferos (BADRE; 

D'ESPOSITO, 2009).  O lobo frontal corresponde a cerca de um terço do córtex 

cerebral humano. Seu amadurecimento durante a evolução dos mamíferos está 

associado ao surgimento de funções cognitivas cada vez mais complexas (DEFELIPE, 
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2011). Em humanos, o lobo frontal é dividido anatomicamente do lobo parietal pelo 

sulco central. O sulco lateral segrega os lobos frontal e temporal. Várias áreas motoras 

estão localizadas lobo frontal, além do córtex pré-frontal, que se situa na sua porção 

mais anterior (FUSTER, 2003; FELTEN, 2021), ver Figura 1. 

Uma vez que o córtex cerebral pode ser dividido em diversas áreas 

citoarquitetônicas distintas baseadas nas diferenças do tamanho e do tipo neuronal 

baseado em sua morfologia e das suas conexões para as várias camadas corticais 

cerebrais, assim como também nas diferenças de densidade celular, presença ou 

ausência de certas camadas e a espessura relativa das camadas (PEDRIDES, 2012) 

o CPF tem suas subdivisões baseadas nesses parâmetros arquitetônicos. 

Segundo os estudos de Brodmann acerca da organização cortical utilizando 

parâmetros citoarquitetônicos para encéfalo de primatas, as áreas de Brodmann (BAs) 

para o CPF de humano foram definidas usando critérios citoarquitetônicos e 

topográficos (PETRIDES, 2012), ver Figura 1. Tradicionalmente, as BAs 

correspondentes ao CPF em humanos são BA8 a 14 e BA44 a 47 (FUSTER, 2015; 

ÖNGÜR, 2003), Figura 1, A. Essas áreas constituem aproximadamente à parte 

granular do córtex pré-frontal (PEDRIDES, 2012).  

Todavia, as regiões pré-frontais granulares apresentam alterações sistemáticas 

na estrutura laminar e, portanto, são divididas em diferentes tipos corticais: granular 

(homotípica ou eulaminada), com uma camada IV conspícua, e disgranular- que exibe 

uma camada IV discreta- (FUSTER, 2015; WISE, 2008), ver Figura 2, A e B.  Diversas 

regiões pré-frontais apresentam mais de um tipo cortical e algumas também possuem 

partes agranulares (ou seja, não possuem a camada IV). O córtex cingulado anterior 

agranular (BA24, 25 e 32, em alguns estudos também BA33; Figura 1, A e B, Figura 

2, A e B) é uma linha média, região em forma de colar que envolve a parte frontal. O 

córtex cingulado anterior recebe projeções do núcleo mediodorsal do tálamo e, 

portanto, alguns consideram essa estrutura como parte do córtex pré-frontal 

(PREUSS, 1995).  
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Figura 1 - Áreas de Brodmann do córtex pré-frontal humano. Visão ântero-lateral (esquerda) do 
encéfalo humano. A. Desenho esquemático das áreas de Brodmann (BAs) no córtex pré-frontal, 
incluindo ACg. Note que nem todos as BAs pré-frontais são visíveis. B. Ilustração esquemática de BAs 
mediais e ventrais no córtex pré-frontal, incluindo ACg. A linha preta tracejada indica a linha média 
sagital (CARLÉN, 2017). 
 

Muitos estudos relatam uma divisão do CPF humano com ênfase na sua 

organização funcional (MAUNEY et al., 2013; FUSTER, 2015; CARLÉN, 2017). Nos 

seres humanos, funcionalmente o CPF pode ser subdividido anatomicamente em 

córtex pré-frontal orbitofrontal (CPFof), córtex pré-frontal dorsolateral (CPFdl) e córtex 

pré-frontal ventrolateral (CPFvl) que estão conjuntamente relacionados ao 

comportamento cognitivo complexo, tomada de decisão, regulação de 

comportamentos sociais direcionados por objetivos, respectivamente (KO, 2017). 

Apesar de espacial e funcionalmente distintos, os córtices pré-frontais estão 

conectados por várias redes neurais incluindo córtico-corticais, límbicas, córtico-

cerebelares e subcorticais (HENRI-BHARGAVA, 2018). 

Anatomicamente, CPFdl abrange várias áreas de Brodmann (BA), incluindo BA 

9, BA 8a, BA 8b e a parte dorsal de BA 46 (SALLET et al., 2013). Posteriormente, é 

inclinado pelo giro pré-central e abrange o giro frontal médio, o sulco frontal superior 

e o aspecto lateral do giro frontal superior (SEMINOWICZ, 2017). Por sua vez, o CPFvl 

é uma região quase plana e está adjacente à superfície medial do lobo frontal 

contralateral, correspondendo às áreas BA 12, BA 24 e BA 32, além de partes das 

áreas BA 8, BA 9, BA 10 e BA 11. Por fim, o CPFof, ligeiramente côncavo e localizado 

diretamente acima da órbita, condizentes com as áreas 13, 47, e partes inferiores de 

10, 11 e 13 (FUSTER, 2002), ver Figura 1 A e B. 
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 Destes, o CPFdl recebeu interesse especial, pois em primatas esta área 

cerebral cortical recebe projeções do núcleo mediodorsal do tálamo, enquanto em 

roedores o núcleo mediodorsal do tálamo não realiza projeções para as áreas frontais 

dorsolaterais. O CPFdl granular é, portanto, considerado uma especialização dos 

primatas (WISE, 2008). O núcleo mediodorsal do tálamo tem como alvo os córtices 

medial e orbital em ratos, como em primatas.  

 

 
Figura 2 - Tipos corticais no córtex pré-frontal humano e de camundongo. 
A e B. Visão ântero-lateral (esquerda) do cérebro humano.  Desenho esquemático das quatro 
subdivisões funcionais do córtex pré-frontal, incluindo ACg. C. Vista frontal inclinada (esquerda) do 
cérebro do camundongo representando o córtex pré-frontal agranular. A linha preta tracejada indica a 
linha média sagital (CARLÉN, 2017). 
 

1.1.2 Córtex Pré-frontal do rato 
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O córtex pré-frontal de ratos é essencialmente importante na mediação de 

várias funções cognitivas (KOLB, 1984; ALVAREZ; EMORY, 2006) e autonômicas 

(NEAFSEY, 1990; FRYSZTAK; NEAFSEY, 1994), porém essa estrutura anatômica 

ainda não é totalmente descrita.  

Sabe-se que no CPF de ratos há menos áreas no lobo frontal do que primatas, e 

todas as áreas no CPF são agranulares (Figura 2 C). Às vezes, a citoarquitetura 

agranular é utilizada como uma definição do CPF do roedor (VAN DER WERD, 

2014). As áreas agranulares são compartilhadas por todos os mamíferos (WISE, 

2008). Quanto a sua divisão o CPF de roedores pode ser dividido em três áreas 

principais que incluem o córtex pré-frontal medial (CPFm), córtex pré-frontal ventral 

(CPFv) e córtex pré-frontal lateral (CPFl) (FUSTER, 2015, LAUBACH et al., 2018). 

Essas regiões são atores críticos subjacentes às funções executivas, incluindo 

memória, atenção, tomada de decisão e flexibilidade comportamental (DALLEY et al., 

2004; SCHOENBAUM et al., 2009), ver abaixo. 

 

 

                           
Figura 3 - Desenho esquemático mostrando regiões e subdivisões do córtex pré-frontal de ratos. 
A: vista em um plano sagital; B: vista em um plano coronal, cujo ponto da secção está indicado pela 
seta assinalada na em A. Legenda: ACg: córtex cingulado anterior; AID: córtex insular agranular dorsal; 
AIV: córtex insular agranular ventral; AOM: núcleo olfatório anterior medial; AOV: núcleo olfatório 
anterior ventral; cc: corpo caloso; Cg2: área 2 do córtex cingulado; gcc: joelho do corpo caloso; IL: 
córtex infralímbico; LO: córtex orbital lateral; M1: área motora primária; MO: córtex orbital medial; OB: 
bulbo olfatório; PrC: córtex pré-central; PrL: córtex pré-límbico; VLO: córtex orbital ventro-lateral; VO: 
córtex orbital ventral. Fonte: Adaptado de Dalley et al., (2004). 

 

1.1.3 Funções do Córtex Pré-Frontal 

 

Em estudos em primatas, Goldman-Rakic (1995) demonstrou que além das 

diferenças estruturais entre as sub-regiões do CPF, o processamento neural de 
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funções cognitivas e emocionais entre as sub-regiões do CPF também é distinto. As 

funções do CPF são o resultado das inúmeras conexões que esta área mantém com 

outras regiões cerebrais e não podem ser compreendidas fora de um contexto de 

conectividade (FUSTER, 2003). Efetivamente, a importância das áreas do lobo frontal 

deve-se à variabilidade de conexões aferentes e eferentes com quase todas as outras 

partes do SNC (STUSS; BENSON, 1984). 

As funções dos córtices pré-frontais incluem processos cognitivos e 

socioemocionais, motivacionais, perceptuais, além das funções executivas (HENRI-

BHARGAVA; STUSS, 2018). De acordo com Carlén (2017) pesquisas em humanos e 

animais apontaram papel central das regiões frontais no processamento da cognição, 

por exemplo, atenção, memória de trabalho e tomada de decisão são funções 

cognitivas comuns atribuídas ao CPF (CARLÉN, 2017).  

O CPF é um importante coordenador de respostas comportamentais, 

neuroendócrinas e autonômicas. Nos últimos anos, a função do CPFm emergiu como 

uma área-chave no processamento de tomada de decisão e memória de ordem 

superior (KESTEREN, 2014). É uma área cerebral cortical relativamente grande em 

seres humanos, funcionalmente e citoarquitetonicamente diversa, cuja conectividade 

direta com os lobos temporais mediais pode estar subjacente ao seu envolvimento em 

uma infinidade de tarefas relacionadas à memória (KESTEREN, 2014).  

A capacidade de referenciar experiências passadas e gerar uma resposta 

específica do contexto é atribuída ao CPFm, dado seu papel nas funções executivas, 

incluindo: planejamento, tomada de decisão e inibição de resposta (MCKLVEEN, 

2018). Diversos estudos indicam papel seletivo do CPFm na consolidação e evocação 

de memórias remotas, memórias adquiridas em um passado distante – ao menos 

algumas semanas (MAVIEL, 2004; TAKASHIMA et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2006). 

Em contrapartida, outros trabalhos apresentam evidências de que o CPFm também 

desempenha importante papel no processamento de memórias recentes 

(NARAYANAN; LAUBACH, 2006; CORCORAN; QUIRK, 2007).  

Com base nas descobertas de Warren et al., (2014), o funcionamento do CPFm 

pode agir como um mecanismo de acesso flexível às memórias baseadas em 

informações contextuais, incluindo regras e objetivos da tarefa (KROES; 

FERNÁNDEZ, 2012). Lesões no CPFm levam à uma série de alterações nas tomadas 

de decisões, julgamento e flexibilidade cognitiva (KESTEREN, 2014).   
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Por sua vez, a região CPFdl é associada em maior grau à atividade cognitiva e 

processamento básico para atividade de ordem superior e tem sido considerada uma 

região cortical cerebral essencial para a retenção ativa da memória de trabalho, 

apesar de guardar temporariamente informações relevantes para uma dada tarefa 

(KESTEREN, 2014). A informação retida/mantida na memória de curta duração é 

submetida ao processamento dos circuitos neurais, o que permite que o ato 

prospectivo seja realizado com sucesso (SEAMANS, 2008). A memória de trabalho, 

portanto, tem uma perspectiva futura (FUSTER, 2015). Os paradigmas de resposta 

tardia são mais frequentemente usados para sondar a memória de trabalho, embora 

o que é codificado pelo CPFdl durante o atraso tenha sido objeto de debate (LARA, 

2015). 

Já o CPFo é considerado importante para o entendimento do valor da recompensa 

e a contingência de recompensa (PADOA-SCHIOPPA, 2011;  WALLIS, 2007). O 

“valor da recompensa”, no contexto atual, refere-se ao valor subjetivo baseado na 

preferência ou conveniência de um determinado resultado alimentar em oposição ao 

valor como comumente computado na teoria econômica (probabilidade × 

magnitude). As lesões no córtex orbitofrontal granular de primatas interrompem a 

capacidade de usar informações sobre a conveniência e a probabilidade de 

recompensar os resultados para orientar a tomada de decisão (CAMILLE et al., 2011; 

WALTON et al., 2010). 

Uma questão inicial na literatura referia-se à existência de homólogos do CPF em 

roedores. Com o intuito de contribuir para elucidar essa questão, Uylings e 

colaboradores (2003) realizaram estudos comparativos entre o CPF de primatas e 

roedores, encontrando-se homologia entre o CPF dorsolateral de primatas, incluindo 

humanos, com a região de CPF medial de roedores, ver Figura 4. 
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Figura 4 - Desenhos esquemáticos dos córtices pré-frontais de primatas humanos e de pequenos 
roedores (rato). O córtex pré-frontal de humanos (A) e de ratos (B & C) que apresentam homologia 
de função entre si. A região em cinza delimitada em “A” corresponde à área 46 de Brodmann e seu 
correlata região homóloga visto em “B” e em “C”, evidenciando o córtex pré-frontal medial no rato e 
dorsolateral nos humanos. A linha vertical em “B” determina posição de seccionamento no plano 
coronal e a visualização frontal no desenho esquemático em “C”. Abreviaturas: aCg: córtex cingulado 
anterior; PL: córtex pré-límbico; PL: córtex infralímbico; OFC: córtex orbito-frontal. Fonte: Retirado de 
Bizon et al. (2012). 

 

Destacamos aqui o papel do CPFdl que recebe aferências diretas das regiões 

límbicas e áreas multimodais do córtex cerebral, estabelecendo conexões eferentes 

com a região orbitofrontal do CPF (PANDYA et al., 1998). A riqueza conectiva que o 

CPFdl mantém com uma diversidade de outras regiões cerebrais, tanto corticais como 

sub-corticais, implica na dependência (ou funcionamento conjunto) das funções 

cognitivas desta área em relação às restantes funções do córtex frontal ou estruturas 

anatómicas subjacentes à hierarquia executiva de processamento neural (FUSTER, 

2000). 

 

1.2 Plasticidade Neural 
 
O termo "plasticidade", usado pela primeira vez ao SNC em 1890 por William 

James e posteriormente chamado de "plasticidade neural" em 1948 por Jerzy 

Konorski  é o fenômeno pelo qual o SNC, saudável ou alterado, pode se adaptar em 

resposta às influências do meio, mudando sua estrutura e/ou função (BOADAS-

VAELLO, 2017). De acordo com Johnston (2009) essa maleabilidade do SNC é 

atingida principalmente pela modulação de subconjuntos de mecanismos celulares, 

moleculares e genéticos que influenciam a dinâmica das conexões sinápticas e a 
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formação de circuitos neurais culminando em ganho ou perda de função e/ou 

comportamento.  

A plasticidade neural, também conhecida como neuroplasticidade, é um 

processo maturacional complexo e geneticamente codificado do tecido nervoso que é 

estritamente regulado por eventos homeostáticos internos e é influenciado por 

experiências ambientais externas (ISMAIL, 2017). Dennis (2013) descreve que a 

plasticidade neural envolve mudanças essenciais na neurogênese, migração de 

células neuronais, formação de sinapses e especialização de redes neuronais 

estruturais e funcionais levando à aquisição comportamental que são marcos de 

desenvolvimento motor, não-motor e de adaptação à um ambiente em constante 

mudança através da aprendizagem e memória. Esse fenômeno pode ser observado 

em múltiplas escalas com o comportamento adaptativo, a aprendizado e a memória 

estando no topo de sua hierarquia (SHAW, 1994).  O mesmo autor destaca que a base 

dessa pirâmide é formada por moléculas e suas interações, que fundamentam os 

níveis de circuitos e redes subcelulares / sinápticas, celulares e neuronais.  

A plasticidade neural pode ocorrer através do crescimento de novos terminais 

axonais, do crescimento e reorganização dos dendritos e da ativação de sinapses 

existentes cujas funções estavam silenciadas por influências inibitórias (DEMARIN, 

2014). Tais mudanças podem ocorrer tanto em estruturas já existentes, que nesse 

caso irão tornar-se capazes de realizar funções de outras regiões, como podem 

influenciar células neurais a recompor conexões úteis e funcionais 

danificadas/perdidas, possibilitando assim que funções desejadas sejam realizadas 

(DEMARIN, 2014). 

Esse processo dinâmico que possibilita adaptar-se a diversos estímulos 

sensoriais e armazenar os aprendizados também é um fator de recuperação após 

lesão do tecido nervoso visto que a reabilitação objetiva reconstruir as conexões entre 

os neurônios, “reconectando” as áreas funcionais do SNC (GULYEVA, 2017). O autor 

supracitado relata que a especificidade da organização do encéfalo, por exemplo, a 

multiformidade das células e distribuição espacial das células neuronais, e a função 

chave do cérebro na sobrevivência animal elucidam a necessidade de plasticidade 

que possibilita mudanças adaptativas na estrutura e funções corticais cerebrais.  

Um fato de suma importância é que o SNC mantém capacidade de mudanças 

funcionais e estruturais ao longo da vida (BOADAS-VAELLO, 2017).  De uma 
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perspectiva biológica, a neurogênese, a sinaptogênese e a poda sináptica 

representam um dos mais importantes blocos de construção para a plasticidade do 

SNC. Esses processos biológicos são submetidos a períodos geneticamente 

programados e limitados no tempo, durante os quais o SNC é mais receptivo a 

mudanças (MEREDITH, 2015). 

 

1.2.1 Período crítico de plasticidade 

 
O intervalo de tempo em que a plasticidade neural está aumentada no início da 

vida de um indivíduo é conhecido como período crítico de plasticidade (LEBLANC; 

FAGIOLINI, 2011; SELEMON, 2013). A descrição original do período crítico de 

plasticidade foi cunhado a partir dos experimentos realizados nos anos 1960-70 em 

que Hubel e Wiesel realizaram privação monocular precoce em gatos (HUBEL; 

WIESEL, 1962; 1970). Eles demonstraram que a privação visual durante um certo 

período do desenvolvimento do SNC jovem leva a alteração permanente e irreversível 

nas colunas de dominância ocular do córtex visual primário desses animais (HUBEL; 

WIESEL, 1962). Eles consideraram que a experiência visual durante esse período é 

“crítica” para o desenvolvimento normal do circuito neural e que a restauração visual 

normal depende de experiência prévia durante o período crítico de plasticidade e, 

após esse período, não se corrige mais as “anormalidades” dos circuitos visuais 

(ISMAIL, 2017). Hoje, sabe-se que há diferentes intervalos de tempo para os períodos 

críticos das diferentes áreas funcionais do SNC, cada um com sua própria duração ao 

longo do desenvolvimento. Por exemplo, em muitas espécies, incluindo humanos, 

existem períodos críticos para o desenvolvimento dos diferentes sistemas sensoriais, 

comportamento vocal, funções cognitivas e características emocionais (REH, et al, 

2020).  

Segundo Knudsen (2004), existem três pré-requisitos para o início de um período 

sensível (incluindo crítico) no SNC em desenvolvimento que incluem:  

1) estabelecimento de circuito confiável e preciso para permitir que ele desempenhe 

sua função; 

2) processamento neuronal adequado para as informações adquiridas dos meios 

externos e internos através de estruturas de rede neural apropriadas contendo 

conexões excitatórias e inibitórias; 
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3) A existência de mecanismos de ativação neuronal que permitem plasticidade 

incluindo, mas não se limitando a, mecanismos de formação de sinapses, poda e 

consolidação de redes. 

 É neste intervalo de tempo do desenvolvimento do SNC em questão que as 

conexões neurais e rearranjos sinápticos se dão com maior dinamismo, pois os 

sistemas sensoriais, motores e cognitivos estão mais receptíveis e suscetíveis para 

se adaptarem aos estímulos ambientais, principalmente do ambiente externo, e se 

modificam/sofrem refinamento em resposta aos estímulos recebidos a partir do meio 

(LEBLANC; FAGIOLINI, 2011; SELEMON, 2013). A ideia de que o SNC em 

desenvolvimento tem capacidade intrinsecamente maior de plasticidade neural em 

comparação com o SNC adulto provém de muitas observações clínicas relativas à 

capacidade aumentada de aprendizagem e memória em crianças, evidenciada pela 

facilidade de aprender uma segunda língua com mais rapidez e eficientemente 

(KLEIN, 2014; LI et al. 2014), assim como aquisição de habilidades motoras 

complexas, como visto na prática musical inicial (BARRETT, 2013) e capacidade de 

recuperação funcional após lesões cerebrais como como demonstrado através da 

recuperação de habilidades motoras grossas após hemisferectomia (KASTRUP, 

2000), ver Figura 5. 

 

Figura 5 - Diagrama esquemático das janelas temporais de plasticidade durante o 
desenvolvimento do SNC. Períodos críticos de plasticidade do SNC para os sistemas sensoriais (p.ex. 
visão e audição) ocorrem logo no início da infância e têm fechamentos definitivos no início da 
adolescência. Períodos críticos de plasticidade para a linguagem e cognição ocorrem mais tardiamente 
e não fecham completamente, permitindo que alguma plasticidade do SNC persista até o final da vida. 
Fonte: Adaptado de Hensch (2005). Nature Reviews Neuroscience. 
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Desta forma, a dinâmica desses eventos plásticos no SNC, embora sempre 

presentes ao longo de toda a vida, não são constantes em intensidade e tempo à 

medida em que são mais robustos nas idades precoces de um indivíduo para, em 

seguida, apresentar num declínio gradual em idades mais tardias, justificando assim 

as limitações de recuperação funcional do SNC observadas em indivíduos mais velhos 

(FERNÁNDEZ-BALLESTEROS, 2012), ver Figura 6. 

 
Figura 6 - A plasticidade neural ao longo da vida. Diagrama esquemático da intensidade da 
plasticidade neural em função do tempo de vida. Note que quais mais tempo de vida, menor a 
intensidade da plasticidade neural. Fonte: Klebson Rodrigues, Tese de Doutorado, 2015. 
 

Em resumo, os substratos da plasticidade neural presente no desenvolvimento 

pós-natal do SNC abrangem alterações moleculares, adaptações celulares, 

alterações eletrofisiológicas, montagem e refinamento de redes neurais estruturais, 

assim como funcionais, todos esses processos biológicos são vigorosos durante 

períodos de desenvolvimento conhecido como período crítico de plasticidade e 

decaem ao longo da vida (ISMAIL, 2017). 

 

1.3 Redes Perineuronais 
 

As redes perineuronais (RPNs), um componente especializado da matriz 

extracelular tipicamente encontrada em torno de neurônios inibitórios, são 
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consideradas inibidoras da plasticidade (HAYANI; SONG; DITYATEV, 2018). As 

RPNs foram descritas, pela primeira vez, por Camilo Golgi no final dos anos 1800 

como sendo estruturas reticulares (SPREAFICO et al., 1999), mas só recentemente 

houve foco intenso sobre o papel das RPNs no SNC como aprendizagem, memória, 

em distúrbios do SNC ou neuropatologias como esquizofrenia, derrame de Alzheimer, 

epilepsia, autismo e dependência de drogas (SORG et al., 2016). 

As RPNs são componentes especializados da matriz extracelular que envolvem 

o corpo celular, os dendritos proximais e o segmento axonal inicial dos neurônios 

fisiologicamente maduros que, geralmente, também são parvalbumina (PV) positivos 

e são críticos para a regulação da plasticidade neuronal (PAYLOR et al., 2018). Seus 

componentes principais incluem hialuronano (HA), proteínas de ligação, 

proteoglicanos de sulfato de condroitina (CSPGs) e tenascina-R (Tn-R). Dentro das 

RPNs, estas moléculas de MEC formam grandes agregados moleculares estáveis na 

superfície do corpo de celular e dendritos proximais de neurônios (WANG; FAWCETT, 

2012). Dentro do espaço extracelular, CSPGs interagem com cadeias de polímero de 

HA na superfície celular, as proteínas de ligação estabilizam as interações entre os 

CSPGs e HA. Já o domínio C-terminal nas proteínas do núcleo CSPG liga-se à 

proteína trimérica Tn-R para formar a estrutura altamente organizada do RPN (WANG; 

FAWCETT, 2012). Juntos, estes componentes formam uma matriz extracelular que 

se manifesta como um revestimento na superfície neuronal, ver Figura 7. 
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Figura 7 - Representações esquemáticas das redes perineuronais. As RPNs são vistas em A em 
torno do neurônio, em B com os detalhes de seus constituintes. Fonte: Adaptado de Sorg et al. (2016) 
e Rodrigues (2015) 
 

Quanto as funções das RPNs, sabe-se que estas moléculas ajudam a 

estabilizar as conexões neurais recentemente estabelecidas, além de restringir a 

plasticidade neuronal, promover proteção neuronal e modular a patogênese de várias 

doenças do SNC (CARULLI, 2016). As RPNs também possuem um papel importante 

para manter a homeostase local dos íons (MORAWSKI et al., 2015) e proteger os 

neurônios contra o estresse oxidativo (CABUNGCAL et al., 2013). Particularmente, as 

RPNs controlam a atividade e excitabilidade dos neurônios que expressam PV 

(BALMER, 2016; FAVUZZI et al., 2017). De fato, a atenuação enzimática das RPNs 

altera a contribuição excitatória para os interneurônios que expressam PV com rápido 

pico (HAYANI; SONG; DITYATEV, 2018). Ademais, alterações na glicoproteína 

tenascina-R, que auxilia na estabilização dessas regiões da matriz extracelular, 

prejudicam a entrada inibitória perisomática nos neurônios piramidais 

(SAGHATELYAN, et al., 2003). 
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A formação de RPN é detectada relativamente tarde no desenvolvimento pós-

natal do SNC de mamíferos, à medida que o circuito neural e a atividade sináptica do 

SNC maduro é estabelecido e estabilizado (WANG; FAWCETT, 2012). Sua 

distribuição é única nas diferentes regiões do SNC, o momento de sua expressão e 

as mudanças que sofre após lesão do tecido nervoso, todos apontam para funções 

diversas e importantes que ela pode desempenhar como neuroproteção, estabilização 

sináptica, desenvolvimento neuronal e plasticidade do SNC (WANG; FAWCETT, 

2012). Além disso, várias pesquisas indicaram que as RPNs são essenciais para a 

aprendizagem e a memória (GOGOLLA, et al., 2009; ROMBERG, et al., 2013). 

As RPNs são escassas no início do desenvolvimento do SNC, quando o 

potencial plástico é geralmente alta, e aumentam em quantidade ao longo da vida pós-

natal, particularmente após o final do período crítico de plasticidade (MAUNEY et al., 

2013). Dentro período crítico de plasticidade, o tecido nervoso pode sofrer 

reorganização estrutural e funcional da conectividade neural em resposta ao estímulo 

apropriado (HENSCH, 2005). Essas mudanças são sucedidas por um período de poda 

sináptica e, em seguida, estabilização da rede neural a longo prazo (HENSCH, 2005). 

De acordo com papel na regulação da plasticidade neural, a expressão da RPN 

aumenta no fechamento do período crítico de plasticidade e a degradação dos RPNs 

pode, portanto, reabrir essas janelas de maior plasticidade do SNC na idade adulta 

(PIZZORUSSO et al., 2002; LENSJO et al., 2017). 

Estes dados corroboram com estudos que demonstram o papel importante das 

RPNs nas funções cognitivas. Por outro lado, a perda das RPNs está relacionada a 

alterações comportamentais em vários distúrbios do SNC (PANTAZOPOULOS; 

BERRETTA, 2016), porém poucas pesquisas examinaram diretamente o efeito da 

degradação da RPN na cognição. Slaker et al. (2015) apontou que a degradação da 

RPN no CPFm diminui a frequência de correntes microelétricas inibitórias em células 

piramidais desta área e prejudica a formação de memória de longa duração (SLAKER 

et al., 2015). 

Os efeitos da degradação da RPN na estrutura e função neuronal ainda são 

pouco compreendidos, mas podem ser considerados a partir das funções conhecidas 

das RPNs que segundo Paylor et al., (2018) incluem: 

1. Regulação da transmissão GABAérgica; 

2. Restrição da plasticidade neural; 
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3. Proteção contra o estresse oxidativo e outros fatores ambientais; 

A perda de RPNs também foi relacionada à quebra da homeostase iônica e 

auxiliar mudanças na atividade funcional dos neurônios, por exemplo, 

hiperexcitabilidade (BRÜCKNER et al., 2000). As RPNs também desempenham um 

papel essencial na regulação da plasticidade neural, destacado pelo seu papel 

regulador de períodos críticos de plasticidade elevada durante o desenvolvimento 

(TAKESIAN; HENSCH, 2013; SORG et al., 2016). 

Segundo Wang e Fawcett (2012), vários mecanismos foram propostos para 

explicar como as RPNs limitam a plasticidade no SNC e três dos mecanismos 

possíveis são discutidos abaixo (Figura 8). O primeiro mecanismo possível é através 

da restrição da formação de novos contatos neuronais (sinapses). Isto pode acontecer 

devido as capacidades gerais de CSPGs para inibir o crescimento de neuritos ou 

indiretamente através de receptores para alguns dos componentes das RPNs (WANG; 

FAWCETT, 2012). O segundo mecanismo possível das RPNs limitar plasticidade 

neural pode resultar de suas ligações a moléculas que afetam a plasticidade, já que 

os glicosaminoglicanos (GAGs) de CSPGs interagem entre si como moduladores de 

crescimento, tais como o fator de crescimento de ligação à heparina como 

demonstrado in vitro (WANG; FAWCETT, 2012). O terceiro mecanismo possível para 

a ação das RPNs postula que elas possam atuar como um tampão iônico ao redor 

dos neurônios de disparo rápido de potenciais de ação que são partes das vias 

inibitórias críticas para a plasticidade durante o período crítico de plasticidades 

(WANG; FAWCETT, 2012). É, portanto, provável que as RPNs sejam capazes de 

restringir a plasticidade do SNC através de vários/diferentes mecanismos (WANG; 

FAWCETT, 2012), ver Figura 8 abaixo. 
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Figura 8 - Diagrama esquemático de três possíveis mecanimos quais as RPNs podem agir para 
restringir a plasticidade no SNC. A. Formação de uma barreira física contra o estabelecimento de 
novas conexões sinápticas. A presença de RPNs ao redor de dendritos e corpos celulares neuronais 
pode formar uma barreira física contra o avanço dos axônios. B. Atuando como um andaime para a 
ligação de moléculas que podem então inibir a formação sináptica. C. Restrição da mobilidade do 
receptor nas sinapses, influenciando a troca de receptores; o receptor AMPA é um exemplo conhecido 
(FRISCHKNECHT et al., 2009 ). HAS: hialuronano sintase; HA: hialuronano; CSPGs: proteoglicanos 
de sulfato de condroitina; AMPA-R: Receptor AMPA. Fonte: Adaptado de Sorg et al. (2016). 
 
 

No córtex visual, por exemplo, o aparecimento de RPNs coincide com o 

fechamento do período crítico para a plasticidade das colunas de dominância ocular 

e a sua remoção, através do uso da enzima bacteriana Condroitinase-ABC (ChABC), 

reabre a janela do período crítico de plasticidade e permite a 

remodelação/reorganização das colunas de dominância ocular em animais adultos 

(SLAKER; HARKNESS; SORG et al., 2016). Da mesma forma, injeções de ChABC no 

córtex visual de camundongos adultos podem melhorar a dinâmica da coluna de 

dominância ocular e contribuir para a plasticidade sináptica funcional a longo prazo 

(PIZZORUSSO et al., 2006; DE VIVO et al., 2013). Fenômeno semelhante envolvendo 

a degradação de RPN, acontece nas células piramidais do hipocampo que, após o 

uso de microinjeções de ChABC, apresenta aumenta a dinâmica de formação de 

novas sinapses (ORLANDO et al., 2012). Portanto, é possível que as RPNs 

determinem o fechamento do período crítico de plasticidade no tecido nervoso e 
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descrever sua dinâmica espacial e temporal pode ser decisivo para a determinação 

da janela de tempo de período crítico de plasticidade no CPF. 

 

1.4 Justificativa 
 

As RPNs têm sido fortemente estudados por suas contribuições para o período 

crítico de plasticidade dentro do sistema visual, sistema motor e sistema 

somatossensorial (PIZZORUSSO et al., 2002; BARRITT et al., 2006; MASSEY et al., 

2006). A janela de tempo de desenvolvimento para a formação do RPNs é 

significativa, pois delimita o período em que a plasticidade começar a sofrer declínio 

e quando o período crítico termina (SORG et al. 2016). 

Nesse cenário, a presente pesquisa, propõe descrever, pela primeira vez, a 

distribuição espacial e temporal das RPNs no CPF de pequenos roedores (ratos) e, 

assim, determinar qual a janela temporal do período crítico de plasticidade desta área 

cerebral cortical assim como determinar o início da fase fisiologicamente adulta do 

CPF de ratos. 

 

1.5 Hipótese 
 

H0: A distribuição espacial e temporal das RPNs durante o desenvolvimento pós-natal 

de ratos estão relacionadas ao período crítico de plasticidade do córtex pré-frontal em 

ratos e podem ser usadas como seu marcador biológico.  

  

2. OBJETIVOS  
 

2.1 Objetivo Geral 
 

Descrever a distribuição espacial e temporal das redes perineuronais no CPFm 

de ratos durante o desenvolvimento pós-natal para ser usada como referência de 

duração do período crítico de plasticidade do CPFm. 

 

2.2 Objetivos Específicos  
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a) Quantificar o número total de células com RPN durante o desenvolvimento pós-

natal do CPFm de ratos da linhagem Wistar;  

b) Correlacionar a quantidade de células com RPN o final do período crítico de 

plasticidade do CPF.  

 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
3.1 Animais de experimentação 
 

Neste projeto, foram utilizados 21 ratos jovens (Rattus novergicus), todos 

machos da linhagem Wistar, provenientes do Biotério central da Universidade Federal 

do Pará (UFPA), com massa corporal variando entre 50g e 300g. Os animais foram 

mantidos em gaiolas coletivas com 3 animais, sob condições ambientais controladas 

de temperatura (27 º ± 2º C), ventilação adequada à circulação, luminosidade (12 

horas de claro e 12 horas de escuro), acesso à água e ração (Labina – Purina) ad 

libitum e liberdade de movimentos aos animais dentro das caixas padrão de biotério. 

O uso e a manipulação dos animais foram aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso 

de Animais Experimentais (CEPAE) do ICB/UFPA (Nº 172-13) e seguiram as normas 

estabelecidas pela Society for Neuroscience (Handbook for Use of Animals in 

Neuroscience Research. Washington, D.C.: SfN, 1991. http://www.sfn.org). 

  
3.2 Grupos Experimentais  

 
Os animais foram aleatoriamente divididos em sete grupos experimentais, 

compostos por 3 animais cada grupo, conforme descrito abaixo: 

 

Figura 9 - Diagrama esquemático representativo dos grupos experimentais e da linha de tempo 
de vida pós-natal (em dias) dos animais em cada grupo. 
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3.3 Perfusão e fixação do tecido nervoso 
 

Nos tempos de vida estipulados no presente projeto (7, 14, 20, 26, 58, 75 e 135 

dias pós-natal, respectivamente – ver Figura 9), os animais foram anestesiados com 

uma mistura de cloridrato de cetamina (Vetanarcol, Konig) e cloridrato de xilazina 

(Kensol, Konig), na dose 30 mg/kg e 0,8 mg/kg por via intraperitoneal (i.p.), 

respectivamente, e então foram perfundidos, via ventrículo esquerdo do coração, com 

solução salina 0,9% (pH 7,4) e paraformaldeído 4% (pH 7,4). Após craniotomia, os 

encéfalos foram pós-fixados em paraformaldeído 2% durante 24 horas. Após isso, os 

encéfalos foram separados e submersos sequencialmente em solução de sacarose a 

10, 20 e 30% para crioproteção. Os encéfalos foram então seccionados no plano 

coronal a uma espessura de 60 μm em um criostato (Leica CM 1900). 

 

3.4 Processamentos histológicos  
 

Realizamos reação histoquímica para a lectina Vicia villosa aglutinina que 

marca as RPNs, o que nos permite avaliar o curso temporal de surgimento e a 

localização espacial durante o desenvolvimento pós-natal das RPNs no CPFm, além 

de permitir a marcação e a quantificação de corpos celulares.  

 

3.4.1 Histoquímica para marcação das RPNs com a lectina Vicia villosa  

 

As secções histológicas foram coletadas em tampão fosfato (PB) 0,1M e em 

seguida foram lavadas duas vezes em PB 0,1M com 6% de Triton X-100 (Sigma) 

durante 30 minutos. Posteriormente, as secções foram incubadas em solução 

contendo 0,95% de Vv biotinilada (Sigma-Aldrish), 6% de Triton X-100 (Sigma-

Aldrish), diluídos em tampão fosfato salina, durante dezesseis horas ininterruptas, em 

temperatura ambiente (23ºC). Na sequência, as secções foram lavadas duas vezes 

em PB 0,1M durante vinte minutos e então foram incubadas por 8 horas ininterruptas 

numa solução contendo o complexo avidina-biotina-peroxidase (complexo ABC, 

Vector Lab – PK 6000) e Triton X-100 (Sigma-Aldrish) a 3% diluídos em PB 0,1 M. 

Após nova lavagem em PB 0,1M por 20 minutos, as secções seguiram para a etapa 

de reação da marcação da lectina Vícia villosa utilizando-se o método da glicose 
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oxidase-níqueldiaminobenzidina (GND) que reagiu com a peroxidase do complexo 

ABC. As secções foram montadas em lâminas gelatinizadas, próprias para 

microscopia óptica.  

 

3.4.2. Desidratação e Montagem das Lâminas Histológicas 

 

As secções montadas em lâminas gelatinizadas foram secadas em temperatura 

ambiente e desidratadas em álcool etílico com concentrações crescente de 70%, 80%, 

90% e 100% e então diafanizadas em xilol (Sigma-Aldrish). Em seguida, as secções 

foram cobertas com lamínula com o auxílio de um meio de inclusão Entellan (MERK). 

 

3.5 Estereologia 
 

Para a contagem do número total de células Vicia villosa positivas (Vv+), 

utilizamos o método estereológico para quantificação das RPNs positivas (células 

Vv+). Utilizamos o método do fracionador óptico que consiste em uma estimativa 

imparcial e sistemática para uma dada população de células, as Vv+ no caso do 

presente projeto, a partir de uma amostra aleatória que correspondem ao tecido 

nervoso da região do CPFm do encéfalo de ratos em diferentes estágios do 

desenvolvimento pós-natal. Para estimar a quantidade total de células, utilizamos o 

programa Estereologer (versão 2.1). A estimativa do número total de células Vv+ 

marcadas foi realizada usando caixas de contagem com área de 2500 µm2 para o 

CPFm, no hemisfério direito. 

 

3.6 Análises Quantitativas 
 

Para análise quantitativa do número total de células marcadas pela 

histoquímica da lectina Vicia villosa aglutinina, as células Vv+ foram contadas usando-

se um microscópio binocular de luz transmitida (Opto 4 – Nikon, Japão) equipado com 

gradícula de contagem (0,0625 mm2) com objetiva de 40x e equipado com platina 

motorizada acoplada à um computador que utiliza o programa de computação 

Stereologer. O número total de células Vv+ conta das foram tabulados e usados para 
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análise estatística e os resultados foram expressos em médias com os respectivos 

desvios-padrão do úmero total de Células Vv+ em cada grupo experimental. 

 

3.7 Estatística 
 

A análise estatística foi realizada utilizando-se análise de variância de uma via 

e pós-teste de correção de Tukey. O nível de significância estipulado é de p<0,05 

(ANOVA, um critério, post-hoc Tukey, p<0,05). A construção gráfica e a análise 

estatística foram realizadas com o auxílio do programa de computação GraphPad 

(Prism 5.0). 
 

4. RESULTADOS 
 
4.1 Distribuição das RPNs no CPFm de roedores 

 
Durante o desenvolvimento pós-natal do CPFm de ratos, usando-se a histoquímica 

para a lectina Vicia villosa (Vv) biotinilada, demonstramos que não existem RPNs em 

idades precoces do desenvolvimento pós-natal do animal, correspondendo aos dias 

pós-natal P7, P14 e P20 (Figura 10).  

A marcação Vv+ foi primeiramente evidente em P26 visto nas supragranulares com 

a presença do envelope neuronal das RPNs por meio de manchas difusamente 

separadas por regiões de menor intensidade de marcação, ainda sem a forma peculiar 

das RPNs comumente vistas em animais adultos (Figura 11). Nossos resultados 

demonstram que as RPNs pode ser identificada pela primeira vez na região do córtex 

pré-central (PrC) e córtex cingulado anterior (ACg) do CPFm localizadas dorso-

lateralmente a região medial do hemisfério cerebral. 

Em P58, a marcação difusa de Vv+ ainda estava presente. No entanto, também 

encontramos marcação de RPN maduras, porém em menor quantidade. 

Considerando a organização citoarquitetonicamente, em P58 as RPNs já estão 

presentes nas camadas supra e infragranulares das sub-regiões PrC, ACg e Córtex 

Pré-Límbico (PrL) localizadas medial e dorso-lateralmente a região medial do 

hemisfério cerebral (Figura 12). Nos grupos P75 e P135, as quantidades de PNNs nas 
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sub-regiões PrL e córtex infralímbico (IL) aumentaram gradualmente e sua marcação 

seguiu bem delimitada em PrC e ACg. 

Assim, a disposição espacial das RPNs foi marcada tanto nas camadas mais 

profundas quanto nas camadas mais superficiais do córtex cerebrais e em sua 

disposição dorsal e ventral, principalmente nas sub-regiões PrC, ACg e PrL 

localizadas medial e dorso-lateralmente a região medial do hemisfério cerebral. 

 

 
Figura 10 - Fotomicrografia do hemisfério esquerdo de animas com idades precoces. No CPFm 
em A, animal com 7 dias pós-natal, em B animal com 14 e em C animal com 20 dias pós-natal, 
respectivamente. Note que não há neurônio Vv+ marcado. Aumento de 10x com reação histoquímica 
para a lectina Vicia villosa. 

 

 
4.1.1 Surgimento das RPNs no CPFm e o número total de células com RPN durante 

o desenvolvimento pós-natal do córtex pré-frontal de ratos da linhagem Wistar 
 

O surgimento das RPNs, assim como o gradual aumento quantitativo do 

número total de células Vv+ e contado pelo método estereológico Estereologer, pode 

ser identificada pela primeira vez nos animais do grupo P26 (Figura 11) em que o 

CPFm já apresenta neurônio Vv+ marcada pela lectina Vicia villosa biotinilada 

(P26D=6,83s ± 4 1,94; P26E=7,33 ± 1,63; P26=7,08 ± 1,73).  
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Figura 11 - Fotomicrografia do hemisfério esquerdo de animais com 26 dias pós-natal e análise 
estatística da contagem de RPNs em ambos os hemisférios. P26D = Animais com 26 dias pós-
natal, CPF do hemisfério cerebral direito; P26E = Animais com 26 dias pós-natal, CPF do hemisfério 
cerebral esquerdo; P26 = 7 Animais com 26 dias pós-natal, média total CPF do número de células Vv+ 
de ambos os 8 hemisférios cerebrais. Não há diferença estatística entre o número de Vv+ marcadas no 
CPFm 9 do hemisfério cerebral direito e o número de Vv+ marcadas no CPFm do hemisfério cerebral 
10 esquerdo dos animais P26. Aumento de 10x com reação histoquímica para a lectina Vicia villosa.  
 
 

4.1.2 Amadurecimento das RPNs e fechamento do período crítico de plasticidade no 

CPFm 

 

 Em P58, as RPNs já estão bem definidas, entretanto o número de redes 

imaturas é maior do que aquelas consideradas maduras. A partir de P58 ocorre 

aumento considerável das RPNs com perfil maduro, em detrimento das mais imaturas, 

como é visto em P75 (Figura 13), em que demostramos que havia o dobro de 

neurônios Vv+ marcado em relação aos animais do grupo P26 (P75D=14,00 ± 2,60; 

P75E=15,33 ± 4,22; P75=14,83 ± 3,48). Esse aumento no número de células Vv+ 

continua em idades posteriores até P135, quando a grande maioria das RPNs 

apresenta perfil maduro, onde o CPFm apresenta mais neurônios Vv+ marcado em 

relação aos animais do grupo P75 (P135D=20,67 ± 4,08; P135E=19,83 ± 2,71; 

P135=20,25 ± 3,33). (Figura 14).  
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Figura 12 - Fotomicrografia do hemisfério cerebral esquerdo apresentando o CPFm de animais 
com 58 dias pós-natal. Note que as RPNs já estão bem definidas. Entretanto o número de redes 
imaturas é maior do que aquelas consideradas maduras. Aumento de 20x com reação histoquímica 
para a lectina Vicia villosa. 
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Figura 13 - Fotomicrografia do córtex pré-frontal de animais com 75 dias pós-natal e análise 
estatística da contagem de RPNs em ambos os hemisférios. Aumento de 20x com reação 
histoquímica para a lectina Vicia villosa. P75D = Animais com 75 dias pós-natal, CPF do hemisfério 
cerebral direito; P75E = Animais com 75 dias pós-natal, 7 CPF do hemisfério cerebral esquerdo; P75 = 
Animais com 75 dias pós-natal, média total CPF do número de células Vv+ de ambos os hemisférios 
cerebrais. Não há diferença estatística entre o número de Vv+ marcadas no CPFm do hemisfério 
cerebral direito e o número de Vv+ marcadas no CPFm do hemisfério cerebral esquerdo dos animais 
P75. 
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Figura 14 - Fotomicrografia do córtex pré-frontal de animais com 135 dias pós-natal e análise 
estatística da contagem de RPNs em ambos os hemisférios. Aumento de 10X com reação 
histoquímica para a lectina Vicia villosa. P135D = Animais com 135 dias pós-natal, CPF do hemisfério 
cerebral direito; P135E = Animais com 135 dias pós natal, CPF do hemisfério cerebral esquerdo; P135 
= Animais com 135 dias pós-natal, média total CPF do número de células Vv+ de ambos os hemisférios 
cerebrais. Não há diferença estatística entre o número de Vv+ marcadas no CPFm do hemisfério 
cerebral direito e o número de Vv+ marcadas no CPFm do hemisfério cerebral esquerdo dos animais 
P135. 

 

Ao final, nossos resultados demonstram que o fechamento do período crítico 

de plasticidade no CPFm de ratos da linhagem Wistar criados em condição padrão de 

laboratório ocorre a partir de P75.   
 

4.1.3 Distribuição das redes perineuronais no CPFm 
 

Quanto à distribuição espacial de células com RPNs com perfis maduros e 

imaturos no CPFm é possível observar que há um aumento progressiva de RPNs com 

perfil imaturo e um aumento concomitante de RPNs maduras no CPFm.  

A partir da análise do número de células Vv+ marcadas nos hemisférios 

cerebrais direito e esquerdo, representadas abaixo em forma de gráfico box plot 

(Figura 16), demonstramos que não há diferença significativa entre o número de 

células Vv+ nos hemisférios cerebrais direito e esquerdo de animais com a mesma 

idade (P<0,63). Entretanto, o número de células Vv+ aumenta com o passar do tempo 

(P<0,001; Anova com pós-teste de 6 Tukey). 
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Figura 15 - Gráfico box plot representativo do número de células Vv+ marcadas nos hemisférios 
cerebrais direito e esquerdo. Note que não há diferença estatística entre o número de células Vv+ 
nos hemisférios cerebrais de animais com a mesma idade (P<0,63). Entretanto, o número de células 
Vv+ aumenta com o envelhecimento (P<0,001; Anova com pós-teste de Tukey). 

 

Além disso, ao analisar o número de células Vv+ marcadas nos hemisférios 

cerebrais direito e esquerdo e número total de células Vv+ marcadas por idade, 

demonstramos que não há diferença entre o número de células Vv+ no CPFm nos 

hemisférios cerebrais direito ou esquerdo, mas há diferença da quantidade de células 

Vv+ positivas marcadas entre os animais com idades diferentes, anova de uma via: 

P<0,001; F=51,46 e R square=0,80), ver figura abaixo.  

 



42 
 

 
 

 

 

Figura 16 - Gráfico box plot representativo do número total de Vv+ marcadas nos hemisférios 
cerebrais direito e esquerdo e total por idade. Note que há diferença entre o número de células Vv+ 
no CPFm nos hemisférios cerebrais direito ou esquerdo em animais com idades diferentes e também 
entre o número de neurônios Vv+totais (HD+DH). Anova de uma via: P<0,001; F=51,46 e R 
square=0,80). 

 

5. DISCUSSÃO 
 

  A MEC do SNC regula diversos eventos durante o desenvolvimento pré e pós-

natal, que vão desde a neurogênese/gliogênese à formação de circuitos neurais e, 

assim, afeta respostas à danos no tecido nervoso, plasticidade neural e regeneração 

(CARULLI, 2016). Carulli e colaboradores (2016) relatam que ao final do período 

crítico de plasticidade, uma estrutura especializada da MEC chamada rede 

perineuronal deposita-se em torno de subpopulação de neurônios, ajudando a 

estabilizar as conexões sinápticas recém estabelecidas. 

Segundo Fawcett e colaboradores (2019) as RPNs são agregados de 

moléculas da matriz extracelular especializada envolvendo o corpo celular, os 

dendritos proximais e os segmentos iniciais dos axônios de vários neurônios no SNC 

fisiologicamente maduro possuindo orifícios nos quais estão contidos botões 

sinápticos em torno dos neurônios inibitórios e excitatórios do córtex cerebral à medula 

espinhal (CARULLI; VERHAAGEN, 2021). Outros estudos demonstram que as RPNs 
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são bem desenvolvidas em várias espécies, incluindo camundongos, ratos, 

porquinhos-da-índia, gatos, cães, ovelhas, macacos e humanos (SEEGER, 1994; 

HÄRTIG, 1995; HAUSEN, 1996; BRÜCKNER, 2003; VIDAL et al. 2006). 

No presente  trabalho, descrevemos a distribuição espacial e temporal das 

RPNs no CPFm de ratos da linhagem Wistar desde o nascimento até a fase adulta do 

desenvolvimento pós-natal e, deste modo, tornar possível a determinação da janela 

temporal do período crítico de plasticidade desta área cortical cerebral e também 

determinarmos o início da fase fisiologicamente adulta do CPF de ratos. 

Nos últimos anos, diversas funções das RPNs foram descritas, por exemplo, 

restrição da plasticidade neuronal, proteção neuronal e modulação da patogênese de 

várias doenças do SNC (CARULLI, 2016). Elucidar os mecanismos pelos quais as 

RPNs agem é desafiador, contudo, possuem um grande potencial terapêutico para o 

tratamento de várias condições do SNC (CARULLI, 2016). Diversos métodos são 

utilizados para identificar as RPNs, incluindo aglutininas de plantas como a Vv, que 

tem alta afinidade para os resíduos N-acetilglucosamina presentes nos proteoglicanos 

(SEEGER, 1994; BERTOLOTTO, 1996). Na presente investigação, utilizamos a 

lectina Vícia vilosa biotinilada para demonstrar as RPNs no CPFm de ratos em várias 

etapas do desenvolvimento pós-natal destes animais para determinar o período crítico 

de plasticidade do CPFm. 

 

5.1 Distribuição temporal das RPNs no CPFm de roedores 
 

5.1.1 Surgimento das RPNs no CPFm 

Vários estudos demonstram que os neurônios com RPNs estão amplamente 

distribuídos em todo o SNC e (DICK, 2013; NAKAMURA et al., 2009; GIAMANCO, 

MORAWSKI, MATTHEWS, 2010), mais que isso, existem várias evidências de que 

há um padrão incremental tempo-dependente de expressão, formação e 

aparecimento das RPNs associados ao desenvolvimento pós-natal do SNC 

(NOWICKA et al., 2009; MIYATA et al., 2012; NABEL; MORISHITA, 2013). Mais 

especificamente, sua maturação coincide com o encerramento de períodos críticos de 

plasticidade em muitas regiões do SNC (REH, 2020). Em mamíferos, estudos 

demonstraram que as RPNs são formadas no final do período crítico para a 

plasticidade nas colunas de dominância ocular no córtex visual de ratos 
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(PIZZORUSSO et al., 2002), para a plasticidade do córtex em barril induzida por 

criação univibrissa (NOWICKA et al., 2009) e para sensibilidade à leptina de neurônios 

do núcleo arqueado do hipotálamo que regulam a ingestão de alimentos e o 

metabolismo energético (MIRZADEH et al., 2019). 

O início e o fechamento dos períodos críticos de plasticidade do SNC são 

controlados por diversos mecanismos moleculares e celulares (REH, 2020). No 

presente trabalho, demonstramos que o há pelo menos um “controle molecular” no 

padrão de maturação e fechamento do período crítico de plasticidade do CPFm de 

ratos, ou seja, à medida que os animais se desenvolvem do período peri e pós-natal 

até a idade adulta, as RPNs vão sendo expressas concomitantes, surgindo no CPF 

logo após o fechamento do período crítico de plasticidade e aumentando o número de 

neurônios Vv+ com o aumento de idade.  

As RPNs aparecem primeiro no tecido nervoso do CPFm em torno do 26 dia 

pós-natal (P26) e aumenta gradualmente com a idade. Diversos estudos têm 

demonstrado que este mesmo fenômeno de expressão temporal das RPNs acontece 

em outras áreas corticais cerebrais assim como diferentes regiões do SNC, muitas 

vezes coincidindo com o final de janelas dos períodos críticos de plasticidade sináptica 

(HORII-HAYASHI, 2015; HENSCH, 2005). Contudo, é importante ressaltar que 

nossos resultados demostram que não houve marcação de RPNs no CPFm de ratos 

nas idades pós-natal P7, P14 e P20, por isso estamos assumindo que o CPFm 

amadurece de forma mais lenta quando comparado com outras áreas cerebrais 

corticais de ratos.  

Quanto à distribuição espacial das RPNs no CPFm, considerando que o CPF 

do rato pode ser descrito por diversos critérios neuroanatômicos distintos com base 

na conectividade e citoarquitetura: sub-regiões (ACg, IL, PL) (GROENEWEGEN, 

1988, RAY; PRICE, 1992), camadas médio-laterais: camada I (principalmente 

axônios), camadas II/III e camadas V/VI (BRODMANN, 1909), fibras dopaminérgicas 

aferentes do mesencéfalo ventral, e até mesmo combinar esses padrões 

mencionados (THIERRY et al., 1973; UYLINGS; VAN EDEN, 1990; WILLIAMS; 

GOLDMAN-RAKIC, 1998). O CPFm, que   se localiza em uma posição dorsal ao joelho 

do corpo caloso (UYLINGS; VAN EDEN, 1990). Essa região é agranular e a aferência 

para estruturas subcorticais surge tanto das camadas infragranulars (V/VI) quanto das 

camadas granulares II/III (HEIDBREDER; GROENEWEGEN, 2003).  
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A regiões dorsais do PFCm (PrC e ACg), devido às ricas conexões com áreas 

corticais sensório-motoras e associativas estão relacionadas a vários 

comportamentos motores, enquanto a região ventral do PFCm (IL e PL), por causa 

das densas conexões com a amígdala, córtex temporal e outros córtices associativos 

límbicos tem sido associada com processamento relacionados às emoções, cognição 

e à memória (HEIDBREDER; GROENEWEGEN, 2003). 

Segundo Seeger et al. (1994) e Ueno et al. (2017) com a expressão das RPNs 

é possível afirmar que elas possuam funções únicas em cada uma das subdivisões 

de PFCm. Por exemplo, no PL e IL são diferentemente alterados em padrões 

específicos de idade e sexo após estresse no início da vida (GILDAWIE et al. 2020). 

 

5.1.2 Amadurecimento das RPNs e fechamento do período crítico de plasticidade no 

CPFm 

 

O período de formação das RPNs difere entre áreas cerebrais distintas, 

sustentando a ideia de que a maturação das RPNs está funcionalmente relacionada 

ao fechamento de períodos críticos para a aquisição de funções específicas 

(CARULLI, 2016). 

De uma perspectiva biológica, a neurogênese, a sinaptogênese e a poda 

sináptica representam os blocos de construção para a plasticidade do SNC e esses 

processos biológicos são submetidos a períodos geneticamente programados, 

limitados no tempo e chamados de períodos críticos ou sensíveis à plasticidade 

durante os quais o SNC é mais receptivo a mudanças e adaptações a partir de 

estímulos do meio (ISMAIL, 2017). 

A partir de P26 do desenvolvimento pós-natal é possível visualizar apenas o 

envelope neuronal das RPNs, o que significa que as redes ainda estão em seu estágio 

imaturas de expressão e desenvolvimento. Em animais com P58, as RPNs já se 

apresentam amadurecidas, porém a partir de P75 aumenta-se o número de RPNs 

maduras e esse crescimento da quantidade de RPNs maduras também é visto em 

P135. Resultados disponíveis na literatura demonstram que outras áreas corticais 

cerebrais de roedores apresentam surgimento mais precoce das RPNs, cujo período 

crítico de plasticidade fecha antes de P30 (BAHIA, 2008). Como esperado para o 

CPFm, entretanto, demonstramos que a forma madura das RPNs é prevalente em 
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idades mais avançadas, por volta dos 3 meses de idade, quando os animais já são 

considerados adultos jovens (RODRIGUES, 2016). 

As RPNs estão distribuídas em quantidade desigual por todo o encéfalo e 

medula espinhal (NAKAMURA et al., 2009). Elas se formam durante o 

desenvolvimento em diferentes taxas de surgimento e de amadurecimento 

(BRÜCKNER, 2000; BRÜCKNER, 2001), completada no início da idade adulta no 

córtex cerebral de roedores (PIZZORUSSO et al., 2002). A ideia de que os RPNs 

efetivamente contribuem para o fim dos períodos críticos surgiu quando foi 

demonstrado que a digestão de CS-GAGs pela enzima condroitinase ABC (ChABC) 

restaura os níveis de plasticidade semelhantes a períodos críticos no SNC adulto 

(CARULLI; VERHAAGEN, 2021). A janela de tempo de desenvolvimento para a 

formação das RPNs é significativa porque marca o período em que a plasticidade 

neural é grandemente reduzida, já que os dois fenômenos aparentemente são 

inversamente proporcionais, e marca quando o período crítico de plasticidade termina. 

Embora componentes da MEC tenham sido implicados na promoção da 

plasticidade sináptica, as RPNs, uma forma especializada de MEC tipicamente 

encontrada em torno de neurônios inibitórios, parecem inibir a plasticidade 

(DITYATEV; RUSAKOV, 2011). Os CSPGs, componente das RPNs, mostraram inibir 

o crescimento axonal (WARREN, 2018), portanto, o surgimento das RPNs pode ser 

usado como um bioindicador do fechamento do período crítico de plasticidade.  

Embora a aprendizagem seja possível ao longo da vida, ela é aprimorada 

durante janelas de oportunidade específicas das regiões do SNC envolvidas 

(HENSCH, 2005). A capacidade de plasticidade sináptica e, consequentemente, de 

aprendizado e memória não é constante ao longo da vida; muitas vezes atinge um 

pico relativamente breve após o nascimento e depois declina, a taxas variáveis, com 

o aumento da idade em diferentes taxas de amadurecimento e fechamento do período 

crítico de plasticidade (HUBENER, 2014). Com a deposição das RPNs durante o 

desenvolvimento pós-natal, acredita-se que essas estruturas funcionem para atenuar 

a plasticidade sináptica durante o fechamento de períodos críticos. Por exemplo, 

estudos demonstraram uma associação entre a presença e ausência das RPNs no 

córtex visual e o fechamento e reabertura da plasticidade da dominância ocular, 

apoiando fortemente o papel das RPNs em limitar a plasticidade dependente de 

experiência sensorial prévia (CARULLI; VERHAAGEN, 2021). 
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As RPNs está vinculada à limitação da plasticidade neural seja devido à sua 

associação com neurônios não piramidais, ou seja predominantemente neurônios 

inibitórios, especificamente interneurônios positivos à proteína parvalbumina 

(CARSTENS, 2016). No nível microestrutural, há evidências de que as RPNs 

restringem o crescimento de neuritos (axônios e dendritos em crescimento) e o 

desenvolvimento de novos botões sinápticos (WARREN, 2018). No nível sináptico, as 

RPNs compartimentam a superfície neuronal e restringem a mobilidade dos 

receptores de glutamato, fornecendo assim suporte para a plasticidade sináptica, 

estabilizando as sinapses formadas (CARSTENS, 2016). 
 

5.1.3 Quantidade de células com RPN o final do período crítico de plasticidade do 

córtex pré-frontal 

 

A quantidade de células que apresentam RPN e sua distribuição espacial no 

CPFm demonstram que há diminuição progressiva do número de células com RPNs 

de perfil imaturo e um aumento concomitante progressivo no número de células com 

RPNs de perfil maduras no CPFm. Neste sentido, Begum e colaboradores (2017) 

sugerem que as RPNs consolidam o estado de maturação das conexões sinápticas 

atuando como um freio estrutural de matriz extracelular do tecido nervoso à 

plasticidade sináptica (BEGUM, 2017) e a expressão de moléculas que formam as 

RPNs coincide com o fechamento do período crítico durante o desenvolvimento do 

SNC (DZYUBENKO, 2016).  

Desta forma, como as RPNs contribuem para o fechamento de períodos crítico, 

a degradação das RPNs pode, por exemplo, reabrir a janela de oportunidade plástica 

do SNC aos níveis juvenis de plasticidade nas colunas de dominância ocular no córtex 

visual primário de ratos adulto (CARULLI et al. 2010; PIZZORUSSO et al. 2002) e 

aumentar a plasticidade sináptica no córtex perirrinal (ROMBERG et al. 2013). Dado 

seu papel na restrição da plasticidade neural, as RPNs em regiões cerebrais corticais 

e sub-corticais têm sido implicados em uma ampla gama de funções 

comportamentais, incluindo comportamentos de busca de drogas, reversão de 

aprendizagem e perda de condicionamento ao medo (BLACKTOP; SORG, 2019; 

GOGOLLA et al., 2009; HAPPEL et al., 2014; SLAKER et al., 2015). 
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Além disso, estudos demonstraram que durante o desenvolvimento e também 

já na idade adulta, as RPNs e seus respectivos receptores de superfície celular 

medeiam uma ampla gama de funções regulatórias sinápticas que afetam a estrutura 

e a plasticidade de dendritos e de sinapses, bem como a transmissão glutamatérgica 

e GABAérgica (SORG et al. 2016). Em geral, a diminuição da intensidade de 

marcação das RPNs pode estar associada ao aumento do estímulo inibitório aos 

neurônios subjacentes, enquanto o aumento de marcação da sua intensidade pode 

estar associado ao aumento do estímulo excitatório a esses neurônios (SORG et al. 

2016). 

Uma vez que os períodos críticos de plasticidades em regiões cerebrais 

distintas ocorrem em diferentes idades, quando uma rede neuronal termina a sua 

estruturação e formação de conectividade, as RPNs se formam e reduzem assim a 

plasticidade dos neurônios que eles envolvem (KWOK et al., 2015).  Apesar de os 

períodos críticos de plasticidade tenham sido bem definidos nas idades iniciais do 

desenvolvimento pós-natal, salienta-se que o CPF possui desenvolvimento tardio em 

seus diversos aspectos (FUHRMANN et al., 2015; LARSEN; LUNA, 2018), ou seja, 

sofre desenvolvimento de diversos aspectos micro-anatômico prolongado ao longo da 

adolescência e grande parte dessa maturação do tecido nervoso do CPF corresponde 

ao aumento de controle do funcionamento das funções executivas e a capacidades 

de inibição comportamental (ANDERSON et al., 2001; TAYLOR et al., 2013).  

Devido à sua complexidade e variabilidade, a determinação do início e do fim do 

período crítico de plasticidade ainda não está completamente claro. Os resultados 

aqui apresentados corroboram com a literatura atual onde é salientado que a forma 

mais madura das RPNs é mais prevalente em idades mais avançadas, por volta dos 

3 meses de idade, quando os animais já são considerados adultos jovens. 

Acreditamos que um melhor conhecimento da estrutura e função dos RPNs em 

condições fisiológicas e patológicas tem um forte potencial para o desenvolvimento 

de terapias para melhorar a plasticidade neural e a recuperação funcional em várias 

condições do SNC, desde transtornos do neurodesenvolvimento por lesões do SNC 

até dependência de drogas.  

Assim, os presentes resultados apresentados podem ser úteis e usados para 

determinar o fechamento do período crítico no CPF, sugerindo assim que o CPFm 

começa a apresentar restrição à plasticidade neural a partir do dia 26 pós-natal, 
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aumentando sua restrição à formação de novas sinapses no dia 75 pós-natal, de 

acordo com nossas demonstrações experimentais. 

 

6. CONCLUSÃO 
 

No CPFm, as RPNs surgem em P26 com pequeno número de células Vv+, 

aumentando em números totais até a fase adulta. De modo mais específico, 

apresentamos as seguintes conclusões: 

a) O fechamento do período crítico de plasticidade no CPFm de ratos da linhagem 

Wistar criados em condição padrão de laboratório inicia a partir de P75 quando 

surgem as primeiras RPN amadurecidas marcadas.  

b) A distribuição espacial das RPNs foi marcada tanto nas camadas profundas (V/VI) 

quanto das camadas II/III e nos seus componentes dorsais e ventrais, 

principalmente nas sub-regiões PrC, ACg e PrL localizadas medial e dorso-

lateralmente a região medial do hemisfério cerebral. 

c) Há uma diminuição progressiva de RPNs com perfil imaturo e um aumento 

concomitante de RPNs maduras no CPFm, verificados na contagem de células 

Vv+ no desenvolvimento pós-natal do CPFm.  

d) A formação das RPNs, bem como a integridade estrutural das RPNs indicam o 

grau de amadurecimento do CPFm e pode ser usado como indicador biológico da 

janela de período crítico de plasticidade. 
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