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RESUMO

O lagarto tropical Tropidurus hispudus tem sido objeto de estudo da
neurofisiologia por apresentar alta taxa de neurogénese pos-natal, uma
caracteristica de suma importancia tendo em vista que grande parte das
pesquisas que visam o tratamento da perda neural ou neurodegeneracao buscam
avaliar como 0s novos neurdnios se formam. Além disso, pouco se sabe acerca
de como esses neurbnios se encaixam nas circuitarias neurais previamente
estabelecidas. Outro fator importante na escolha desse animal sao as teorias de
homologias encontradas entre as regioes corticais de répteis e de mamiferos.
Objetivando descrever a anatomia e a morfologia neuronal das regioes corticais
do Tropidurus hispidus, aumentar o conhecimento de base da neurogénese pos-
natal, e comparar de acordo com a morfologia somatica as regioes ditas
homologas entre o encéfalo de mamiferos e répteis, os encéfalos dos lagartos T.
hispidus foram levados a criostato, onde foram feitos cortes seguindo o padrao
rostro-cloacal, tais cortes passaram parte deles, por coloragcao de Nissl e parte
por imunohistoquimica de DCX. A partir disso foi realizado o mapeamento
anatdomico das areas corticais e nao corticais presentes no telencéfalo do lagarto,
de acordo com esses resultados iniciamos o estudo da morfologia somatica das
areas corticais, areas mais proliferativas e com homologias comparadas ao
encéfalo de mamiferos. As regioes foram comparadas por area e perimetro ao
longo de todos os cortes e em seguida foi analisada a morfologia celular presente
nas regioes corticais, quanto aos tipos de soma neural, a regiao que se
encontram (comissural, pré e pos comissural), e a origem dessas células (periodo
embrionario ou de neurogénese adulta) comparando em frequéncia e morfologia
somatica. Na analise de area e perimetro, as primeiras areas corticais bem
delineadas encontradas na porcao mais rostral do telencéfalo do lagarto foram o
cortex medial e o dorsomedial, sequidos pelo dorsal e o lateral, que aparecem
mais tardiamente (apos 600 um). A partir do décimo quinto corte, os padroes das
regioes nao corticais comecam a ser encontrados, dentre elas, a regiao
ventricular dorsal, septo, area de transicao estriado amigdaléide, complexo
amigdaloide e estriado, indicando que as regides nao corticails ocupam um

pequeno espaco de cortes do telencéfalo do lagarto e sao em sua maioria areas
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de transigao. Analisando a morfologia de soma neural das areas corticais, tendo
em vista que sao as regides comparadas ao encéfalo de mamiferos e mais
estaveis espacialmente, foi visto que as células maduras foram mais frequentes
com somas ovalados e piramidais alongados muito diferente do padrao
encontrado nas regioes corticais do grupo irmao, enquanto que para as ceélulas
jovens, marcadas por DCX, o resultado foi favoravel a piramidais alongados e
piramidais, sugerindo que esses sao os tipos somaticos mais formados por

neurogénese pos-natal neste animal.

Palavras-chaves: Tropidurus hispidus, neurogénese pos-natal, areas corticais,

morfologia somatica.
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ABSTRACT

The tropical lizard Tropidurus hispudus has been the object of neurophysiology
study for presenting a high rate of postnatal neurogenesis, a characteristic of
paramount importance considering that a great part of the researches aiming at
the treatment of neural loss or neurodegeneration seek to evaluate how new
neurons are formed. Moreover, little is known about how these neurons fit into
previously established neural circuitry. Another important factor in the choice of
this animal are the theories of homologies found among the cortical regions of
reptiles and mammals.Aiming to describe the anatomy and neuronal morphology
of the cortical regions of Tropidurus hispidus, to increase the basic knowledge of
postnatal neurogenesis, and to compare how much according to somatic
morphology the so-called homologous regions between the mammalian and
reptile encephalon, the T.hispidus’s encephals were taken to cryostat, where cuts
were made following the rostro-cloacal pattern, such cuts passed part of them,
by Nissl staining and part by immunohistochemistry of DCX. Based on this, the
anatomical mapping of the cortical and non-cortical areas present in the
telencephalon of the lizard was performed, according to these results we began
the study of the somatic morphology of the cortical areas, areas with more
proliferative and homologies compared to the mammalian encephalon. The
regions were compared by area and perimeter along all sections and then the
cell morphology present in the cortical regions was analyzed, regarding the types
of neural sum, the region they are in (commissural, pre and post commissural),
and the origin of these cells (embryonic period or adult neurogenesis) comparing
in frequency and somatic morphology. In the area and perimeter analysis, the
first well delineated cortical areas found in the most rostral portion of the
telencephalon of the lizard were the medial and dorsomedial cortex, followed by
the dorsal and lateral, which appear later (after 600 um). From the fifteenth cut,
the patterns of the noncortical regions begin to be found, among them, the dorsal
ventricular region, septum, striated amygdaloid transition area, amygdaloid
complex and striated, indicating that the noncortical regions occupy a small space
of slices of the telencephalon of the lizard and are mostly transition areas.

Analyzing the neural sum morphology of the cortical areas, considering that they
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are the regions compared to the mammalian encephalon and more spatially
stable, it was seen that mature cells were more frequent with elongated oval and
pyramidal sums very different from the pattern found in the cortical regions of the
sibling group, while for the young cells, marked by DCX, the result was favorable
to elongated and pyramidal pyramids, suggesting that these are the somatic

types most formed by postnatal neurogenesis in this animal.

Keywords: Tropidurus hispidus, postnatal neurogenesis, cortical areas,
somatic morphology.

Digitalizado com CamScanner



LISTA DE FIGURAS

Figura 1-Imagem adaptada de SANTOS, 2010 (pagina 13) representando as homologias
comparadas entre as regioes corticais do encéfalo de répteis e de mamiferos. Em vermelho
o Giro Denteado, regiao do hipocampo comparada ao CM de répteis, em amarelo drea 3
do Corno de Ammon , comparado ao CDM de répteis e em laranja o nucleo piriforme

comparado ao CL de répteis. ............... o 20
Figura 2- Tropidurus hrspzdm Squamata Tmpldurldaﬂ Flgura retlrada de SANTOS
2016 (pagina 25). .. _— )

Figura 3-Imagem adaptada de PIMENTEL 2014 (pagma 26) representandn 0 encefa]ﬂ
do Tropidurus hispidus, destacando a zona proliferativa na regido do sulco medial e as
duas principais rotas de migragao dos neurénios, comissural (1) e radial (2)................ 24
Figura 4-Desenho esquematico demonstrando a direcdo em que os cortes do cérebro do
lagarto Tropidurus hispidus foram realizados e uma foto amostral de um corte destacando
UM ReMUISTETTO. L.eoiiiiiiiiiii e e et aa e e eee e e e e snsabnnnnnns 2T
Figura 5- Foto de um corte amust:ral e desenhﬂ esquematico das regides corticais seguidas
pelos graficos de area (em vermelho) e perimetro (em azul) por altura do corte (pontos)
feito seguindo o padrao rostro cloacal, ao longo o encéfalo do Tropidurus hispidus.
Coluna A- cortex medial, coluna B- cortex dorsomedial, coluna C- cortex dorsal e coluna
D- cortex lateral. N=6.. ettt ee et eeeeeetataaeeeeeeettatianateseeeesasannaateeeeetantannnsaeeeeeeecnnsniaes S0
Figura 6- Foto de um corte amﬂstral e desenhn esquematico das regides nao corticais
seguidas pelos grificos de drea e perimetro por altura do corte (pontos) feito seguindo o
padrao rostro cloacal, ao longo o encéfalo do Tropidurus hispidus. Linha A- Regides nao
corticais anteriores, nos graficos os pontos vermelhos representam a regiao ventricular
dorsal anterior, em azul o estriado e em preto o septo. Linha B e C- Regides ndo corticais
posteriores, nos graficos os pontos em roxo representam a regidao ventricular dorsal
posterior, em verde, a area de transicao estriado-amigdaloide e em amarelo o complexo
SIpdalnnde: IN=0, e e R R A R SR D2
Figura 7- Grificos de drea e perimetro das regioes corticais e nao corticais demonstrando
a altura em cortes ao longo do encéfalo em que essas regioes foram encontradas. A-
Graficos de area e perimetro das regioes corticais, em vermelho o cortex medial, em azul
o dorsomedial, em roxo o dorsal e em amarelo o lateral. B- Gréficos de drea e perimetro
das regides nao corticais, em vermelho a regido ventricular dorsal anterior, em azul o
estriado, em preto o septo, em roxo a regido ventricular dorsal posterior, em verde a regiao
de transicdo estriado-amigdaléide e amarelo o complexo amigdaldide. ........................ 32
Figura 8- Grafico comparativo das diferentes dreas e perimetros das regides corticais e
nao corticais , valores expressos em média, comparacOes feitas por teste de Kruskal
Wallis e pos-teste de Dunn’s. O simbolo # e letras iguais representam regides sem
diferenca, o simbolo * e letras diferentes indicam regidoes em que a comparagao
demonstrou que havia diferenca. A- Grafico comparativo da drea das regides corticais,
B- Perimetro das regioes corticais, C- area das regides nao corticais e D- perimetro das
regioes nao corticais. R RS I.
Figura 9- A- Desenhﬂ esquematlm dEI‘ﬂDIlSH‘ﬂI]dﬂ as estruturas corticais Gb servadas com
o cortex medial em destaque. Seguido pelos graficos de neurdonios marcados com Nissl
(colunas pretas) e DCX (colunas brancas) de cada forma de soma celular encontrados nas
regioes do cortex medial. B- Grifico da regido anterior do cortex medial. C- Grafico da

10

Digitalizado com CamScanner



regido medial do cortex medial. D- Grafico da regido posterior do cortex medial. N=6, *
e # p>0,001 Teste t, * indicam diferenca entre Nissl e DCX e # indicam diferenca entre
DS PGS U6 SOMA BEIEODAL v RreR R TaaTaTTaTRas 30
Figura 10- Fntmmlcmgraflas das regloes mmparadas snb mlﬂragaﬂ de Nissl, a direita
corte amostral do giro denteado de mamiferos, figura retirada do atlas digital de
neuropatologia e neuroimagem da UNICAMP, a esquerda foto de um corte amostral do
BCCTVO JESSE PHjol 0 COEX MMBIIAL s mrswmms s s v R 0
Figura 11- Comparacao quanto a fﬂrma dn soma neuronal e a reglao dD cortex medial
avaliada. A e D- Grafico das células de soma ovalado, coradas com Nissl (A) e
imunohistoquimica de DCX (D). B e E- Grafico das células de soma piramidal alongado,
coradas segundo o protocolo de Nissl (B) e por imunohistoquimica de DCX (E). C e F-
Grafico das células de soma piramidal, Nissl em C e DCX em F. N=6, p<0,0001 *
representando diferenca significativa encontrada por Teste t. .......ccoccvvvvnvvievvieeieeennnnne.. 40
Figura 12- A-Desenho esquemdtico mostrando as estruturas observadas com o cortex
dorsomedial em destaque. Seguido pelos graficos de neur6nios marcados com Nissl
(colunas pretas) e DCX (colunas brancas) de cada forma de soma celular encontrados nas
regioes do cortex dorsomedial. B- Grafico da regido anterior do cortex dorsomedial. C-
Grafico da regiao medial do cortex dorsomedial. D- Gréfico da regido posterior do cortex
dorsomedial. N=6, * e # p>0,001 Teste t, * indicam diferenca entre Nissl e DCX e #
indicam diferenca entre os tipos de soma neuronal. . e retreeeeeaetraeasaaasanraaesesnsnannasaaes D2
Figura 13- Fotomicrografias das regioes mmparadas snb coloracao de lesl a direita
corte amostral da drea 3 do Corno de Ammon de mamiferos, figura retirada do atlas
digital de neuropatologia e neuroimagem da UNICAMP, a esquerda foto de um corte
amostral do acervo desse projeto do cortex dorsomedial. ........ccccovvvvvirieiieeeieiiiiiniieiennn 45
Figura 14- Comparacao quanto a forma do soma neural e a regido do cortex dorsomedial
avaliada. A e D- Grifico das células de soma ovalado, coradas com Nissl (A) e
imunohistoquimica de DCX (D). B e E- Grafico das células de soma piramidal alongado,
coradas segundo o protocolo de Nissl (B) e por imunohistoquimica de DCX (E). C e F-
Grafico das células de soma piramidal, Nissl em C e DCX em F. N=6, * indica diferem;a
significativa, por Teste t com p>0,0001 . .. 46
Figura 15- A-Desenho esquematico mustrandﬂ as estruturas Dhservadas com o cortex
dorsal em destaque. Seguido pelos graficos de neurdnios marcados com Nissl (colunas
pretas) e DCX (colunas brancas) de cada forma de soma celular encontrados nas regioes
do cortex dorsal. B- Grafico da regido anterior do cortex dorsal. C- Grafico da regiao
medial do cortex dorsal. D- Gréfico da regido posterior do cortex dorsal. N=6, * e #
p>0,001 Teste t, * indicam diferenga entre Nissl e DCX e # indicam diferenca entre os
tipos de soma neuronal. . R A T B R R S S s R Ry 0
Figura 16- A esquerda fntn e desenhﬂ 1lustrandﬂ as dreas pallals encontradas no encéfalo
de um rato, retirada do hivro Comparative vertebrate neuroanatomy, de Anna Butler e

William Hodos (pagina 502). A direita foto de um corte amostral e desenho esquemitico,
visando demonstrar as estruturas comparadas nas homologias. ..........c.cccccoeeiiiiiieieenn. 50
Figura 17- Fotomicrografias das regides comparadas, a direita corte amostral do
neocortex de mamiferos destacando as 6 camadas celulares, figura retirada do livro
Comparative vertebrate neuroanatomy , de Anna Butler e William Hodos (pagina 355),
a esquerda foto do cortex dorsal de um corte amostral do acervo desse projeto............ 51
Figura 18- Comparacao quanto a forma do soma neural e a regidao do cortex dorsal
avaliada. A e D- Grafico das células de soma ovalado, coradas com Nissl (A) e

11

Digitalizado com CamScanner



imunohistoquimica de DCX (D). B e E- Grafico das células de soma piramidal alongado,
coradas segundo o protocolo de Nissl (B) e por imunohistoquimica de DCX (E). C e F-
Grafico das células de soma piramidal, Nissl em C e DCX em F. N=6, * representando
diferenca significativa encontrada por Teste t.. R R P R VA R A A R D
Figura 19- Desenho esquematico mostrando as estruturas ﬂhservadas com o cortex lateral
em destaque. Seguido pelos graficos de neurénios marcados com Nissl (colunas pretas) e
DCX (colunas brancas) de cada forma de soma celular encontrados nas regioes do cortex
lateral. B- Grifico da regiao anterior do cortex lateral. C- Grafico da regiao medial do
cortex lateral. D- Gréfico da regido posterior do cortex lateral. N=6, * e #p>0,0001 Teste
t, * indicam diferenca entre Nissl e DCX e # indicam diferencga entre os tipos de soma
neuronal. . AR R B S S RS A N S R SRS R N T AR SRS s 5 1)
Figura 2[}- Cnmpara(;au quanto a fﬂrma dD soma neural e a regido do cortex lateral
avaliada. A e D- Grafico das células de soma ovalado, coradas com Nissl (A) e
imunohistoquimica de DCX (D). B e E- Grafico das células de soma piramidal alongado,
coradas segundo o protocolo de Nissl (B) e por imunohistoquimica de DCX (E). C e F-
Grafico das células de soma piramidal, Nissl em C e DCX em F. N=6, * representando
diferenca significativa encontrada por Teste t...........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieiieeeeeaeaen. O
Figura 21- Grificos comparando por area cortical encontrada o tipo somatico e a
marcac¢ao utilizada. A e B- Grafico das células de soma ovalado, coradas com Nissl (A)
e imunohistoquimica de DCX (B). C e D- Grafico das células de soma piramidal
alongado, coradas segundo o protocolo de Nissl (C) e por imunohistoquimica de DCX
(D). E e F- Grifico das células de soma piramidal, Nissl em E e DCX em F. N=6,
p<0,0001, * representando diferenca significativa encontrada por Teste t, e #
representando que nao houve diferenca significativa apenas entre as regides marcadas 59

12

Digitalizado com CamScanner



LISTA DE ABREVIATURAS

CA Complexo amigdaloide

CD Cortex dorsal

CDM  Cortex dorsomedial

CL Cortex lateral

CM Cortex medial

DCX Proteina duplacortina

EST Estriado

NO Oxido nitrico

PBS Tampao fosfato salina

PFA Paraformaldeido

RVDA  Regiao ventricular dorsal anterior
RVDP  Regiao ventricular dorsal posterior
SPT Septo

TEA Area de transicéo estriado-amigdaléide
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1. INTRODUCAO

1.1.  Neurogénese

A formagao de novos neurdnios, processo chamado de neurogénese,
ocorre principalmente no periodo embrionario durante a formacao do sistema
nervoso central momento em que existe toda uma maquinaria de suporte para

essas novas celulas, embora seja possivel ocorrer também na fase pos-natal
(PURVES, 2004).

No periodo embrionario, apos a formacao do tubo neural, ocorre uma
grande proliferacao celular. Cada célula progenitora neural passa por todas as
etapas do ciclo celular e, em algumas horas, gera 2 células filhas que reiniciarao
o ciclo celular, todavia, nos neuroblastos, pode acontecer de uma delas migrar e
recomecar ou nao o ciclo em outro lugar e desse modo passam a ser formadas

as camadas da parede do tubo neural(LENT, 2005).

A migracao acontece através da glia radial, primeiro tipo celular com
distincao morfologica que surge nesse epitelio neural primitivo, ela atua como
suporte fisico para a passagem desses neurdnios, conectando a zona ventricular
a superficie pial, apos o termino dessa migracao muitas delas se diferenciam em
astrocitos seu estagio final (KANDEL, 2000).

Apds a migragao se inicia o processo de diferenciagcao morfologica,
bioquimica e funcional e as células comegam a sintetizar enzimas que atuarao
no metabolismo de neurotransmissores e neuromoduladores; sendo as
proteinas que formarao os canais id6nicos da membrana (formam o potencial de
acao e o de repouso) (GAGE, 2002).Na diferenciagao morfolégica ocorre um
aumento do corpo celular, formacao de dendritos e crescimento do axénio em
busca de alvos sinapticos. O crescimento do axénio € extremamente importante
visto que posteriormente vai gerando as circuitarias neurais. Ja funcionalmente
0 NOVOo neurdnio comeca a amadurecer 0s sinais elétricos que futuramente serao

usados para produzir, transmitir e receber a informacao (CLARK, et al., 1968).
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Estudos realizados em mamiferos comprovam uma continua formacao
de neurdnios no hipocampo (GAGE, 2002) e no bulbo olfatorio apés a fase
embrionaria, processo chamado de neurogénese pos-natal. Todavia em
humanos, 0 processo € mais frequente no hipocampo, visto que, a grande
maioria dos neurénios do giro denteado (subdivisao do hipocampo com rotacao
neural) esta sujeita a troca, sendo até considerado raro no bulbo olfatério, visto
estudo feito com datacao de carbono que encontrou neurénios de mesma idade
que o individuo nessa regido (PURVES, 2004). E valido ainda, ressaltar que a
existéncia de neuroblastos € igualmente notéria na zona subventricular e na
regiao do estriado (provavelmente derivadas da regiao vizinha) (ERNST et al.,
2014); (TONCHEV et al., 2005). Em outros mamiferos esses neuroblastos
migram para a regiao do bulbo olfatério (ERNEST, etal., 2014).

Essas diferencas nas regioes de neurogénese tardia, entre 0s
mamiferos é extremamente importante pois garantem vantagens seletivas por

diferencas cognitivas, como por exemplo, a falta de habilidades olfativas nos

humanos, que pode ser relacionada a falta de neurogénese adulta no bulbo
olfatorio (ERNST et al., 2014); (TONCHEV et al., 2005).

Varios estudos sugerem que a neurogénese pos-natal € muito mais
frequente em vertebrados nao mamiferos. Em peixes, estudos realizados com
zebrafish demonstram alta neurogénese relacionada a regeneracao neural apos
lesoes (KRAUSS et al.,, 1991; KIZIL et al., 2012). Em aves, estudos relacionam
a neurogénese adulta a fatores hormonais e ambientais com base no sistema de
cancdes dos canarios; utilizando a técnica de marcacao com marcadores

imunologicos como “doublecortin® (DCX) para marcar novos neurdnios
(BALTHAZART etal., 2010).

Nos répteis, € um processo bem descrito, ocorrendo geralmente e mais
iIntensamente em regioes do telencéfalo (bulbo olfatério, prosencéfalo, regioes
corticais, regiao ventricular dorsal anterior, septo, estriado, nucleo esférico e
cerebelo), apresentando alta capacidade regenerativa a lesdes no sistema
nervoso central (FONT et al., 2001).

Em lagartos, a neurogénese pos-natal € constante, embora ocorra de

modo diferente entre eles. Na espécie Gallotia galloti, a formagao de novos
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neurdnios também ocorre no telencéfalo, porém sofre influéncia sazonal, sendo
significativamente menor no inverno e em alta na primavera (DELGADO-
GONZALES, etal., 2011). Na espécie Tarentola maurinitanica além das regioes
do telencéfalo abordadas anteriormente (bulbo olfatorio, cortex, zona
subventricular) o processo também ocorre no nucleo esférico e no estriado
(PEREZ-CANELLAS & GARCIA-VERDUGO, 1996). Outra espécie de lagarto
abordada em estudos nessa area € a Pordacis hispanica, em que a neurogénese
acontece como resposta a lesdoes encefalicas, em um processo chamado
neurogénese reativa (MOLOWNY, et al., 1995).

O lagarto Tropidurus hispidus, espécie estudada neste trabalho,
apresenta elevado grau de neurogénese. Em estudos prévios analisando a
distribuicao das células progenitoras neurais no cérebro do lagarto, utilizando
“bromodeoxiuridine” (BrdU) (marcador de células jovens), foi observado que
celulas com nucleos marcados pelo BrdU se distribuiram ao longo do epéndima
em um padrao praticamente constante. A maior parte dessas celulas foram vistas
subjacentes ao cortex medial (sulco medial e suas redondezas), parte revestindo
0 cume dorsoventricular, parte latente as areas corticais dorsomedial, dorsal e
laterais, @ uma pequena parte encobrindo o septo e se alastrando pelo sulco
ventral e terminal (MARCHIORO, et al., 2005).

Além desse, um estudo feito com oxido nitrico (NO), fator de regulagao
importante na neurogénese de mamiferos e na fungcao hipocampal, revelou a
presenca de neurdonios NO positivos na glia radial na regiao ventral do CM e na
camada plexiforme interna do CDM do telencéfalo do Tropidurus hispidus (Lima

et al., 2017), resultados que se relacionam também com as homologias

comparadas entre essas areas e as areas corticais de mamiferos.

Apesar da neurogénese pos-natal ja ter sido demonstrada; ainda existe
muito a ser estudado, visto que, ainda é desconhecida a forma com a qual esses
neurdnios tardiamente gerados se encaixam e integram uma rede de circuitos
formada ainda no periodo embrionario e como eles atuam nos processos
cognitivos. O estudo e 0 entendimento do processo, € extremamente util na
medicina, visto que muitas doencas que afetam o sistema nervoso, tais como
doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, entres outras, atuam degenerando
0 sistema nervoso central; desse modo a neurogénse adulta usada para fins
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terapéuticos poderia garantir melhores condi¢coes de vida ao individuo, fazendo
necessaria a continuidade de pesquisas nessa area, sendo mais viavel estudar
0 processo em outros vertebrados, por apresentarem uma estrutura cerebral

menos derivada e semelhante a dos mamiferos.

1.2. Desenvolvimento cerebral e evolucao

Na escala filogenética mamiferos e sauropsidas (aves e répteis) formam
um grupo parafilético, descendentes de um mesmo ancestral. Todavia o sistema
nervoso central e periféerico de mamiferos € muito mais desenvolvido, tendo em
vista que sao o taxon melhor adaptado (STRIEDTER, 2016) e com maior numero
de comportamentos complexos (SANTOS, 2016), fator que se deve ao
surgimento de novos tipos celulares e estruturas além de expansoes das regioes
telencefalicas (FARIS, 2013).

Inumeros estudos tentam esclarecer a evolucao do neocoértex dos
mamiferos, contudo nao existe a possibilidade de estudar o encéfalo do
ancestral, haja vista a grande dificuldade de se encontrar bons representantes
fosseis além de que estruturas viscerais nao sao conservadas. Desse modo, a
unica opcao viavel é estudar representantes do grupo sauropsidas, na tentativa
de caracterizar o encefalo ancestral e a partir disso estudar e entender 0s

comportamentos mais complexos.

A homologia mais discutida entre o encefalo de répteis e mamiferos tem
como base a evolugcao do neocortex, sendo ele derivado do cortex dorsal dos

répteis e da regiao ventricular dorsal ou somente do cortex dorsal (SANTOS,
2016).

O neocortex de mamiferos €, a nivel celular, caracterizado por 6
camadas bem definidas e distintas. A primeira molecular, formada por axonios,
a segunda chamada granular externa, a terceira piramidal externa, quarta
granular interna (junto com a segunda formam o cortex granular e recebem
projecoes do talamo dorsal), a quinta piramidal interna, que origina as projecoes

do corpo estriado e, junto com a terceira camada, forma o cortex agranular; e a
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sexta com neurdénios multiformes (recebe projecoes reciprocas no talamo
dorsal). Os neurdnios da 2° e 3° camadas originam as projecoes que alcancarao
as camadas corticais mais profundas, seguindo de modo contralateral para corpo

caloso e ipsilateral as zonas corticais (BUTLER et al., 2005).

Nos sauropsidas a regiao ventricular dorsal € a via lemniscal
telencéfalica mais expansiva, servindo como ponto de integracao entre a rota
espino-talamica e o talamo visual (via que segue da retina, para a regiao
ventricular dorsal anterior continuando até a porcao posterior da regiao)
(ABOITIZ, 2002).

A primeira hipotese tem embasamento no estudo de duas vias talamicas.
A via Lemnotalamica, que recebe projecoes do sistema lemniscal (relacionado a
estimulos de trato fino) e nao faz sinapses na regiao mesencefalica, tendo como
exemplo: as vias somatossensoriais que passam pela rota espino-talamica e a
rota talamica visual que segue direto da retina, até o nucleo geniculado lateral, e
a via Collotalamica, cujo nucleo recebe sensores capazes de fazerem sinapse
no mesenceéfalo, no teto 6tico e no torus semicircular, a exemplo da via collicular
visual tofugal que vai da retina até o teto 6tico, se projetando para 0 nucleo
talamico. Nos sauropsidas, a via lemnotalamica faz projecoes para o0 cortex
dorsal e em mamiferos para regioes do neocortex, ja a collotalamica projeta para
a regiao ventricular dorsal anterior em sauropsidas, e para regioes ventrolaterais
em mamiferos (ABOITIZ, 2002).

Tal hipoétese implicaria que o cortex dorsal reptiliano teria a mesma
origem das areas do cortex visual primario, somatossensorial e motor de
mamiferos, visto que recebem também, projecoes l|emnotalamicas; e
caracterizaria 0 ancestral comum como tendo uma regiao ventricular dorsal
semelhante a dos répteis, que em mamiferos teria evoluido e se tornado a regiao

lateral do neocortex.

A segunda hipotese traz o neocortex como derivado e homologo apenas
do cortex dorsal reptiliano (NORTHCUTT & KRASS, 1995), tendo em vista as
grandes diferencas entre as regioes ventriculares de mamiferos e répteis, como
0 cortex visual primario dos mamiferos, por exemplo, que faz muitas projecoes

para o cortex visual extraestriado.
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Nos répteis, as projecoes do cortex dorsal que seguem para a regiao
ventricular dorsal anterior sao bastante raras, além de que o neocortex € capaz
de projetar reciprocamente para o cortex entorrinal €, em sequéncia, para o
hipacampo enquanto que o0s representantes do grupo de répteis dificiimente
fazem conexdes entre a regiao ventricular dorsal anterior e 0 hipocampo
(ABQOITIZ, 2002).

Além do neocortex as outras regioes corticais também sao estudadas e
ditas homologas a regioces do encéfalo de mamiferos. O coértex medial é
comparado ao Giro denteado do hipocampo de mamiferos, o cortex dorsomedial

a area 3 do Corno de Ammon e o lateral possui semelhangas com o nucleo cortex
piriforme de mamiferos (SANTOS, 2010).

Figura 1-Imagem adaptada de SANTOS, 2010 (pagina 13) representando as homologias comparadas entre
as regioes corticais do encéfalo de répteis e de mamiferos. Em vermelho o Giro Denteado, regidao do
hipocampo comparada ao CM de répteis, em amarelo drea 3 do Corno de Ammon, comparado ao CDM de
répteis e em laranja o niicleo piriforme comparado ao CL de répteis.

REPTIL MAMIFERO
Lagarto Camundongo

Em mamiferos humanos, o giro denteado € unica area onde ocorre a
neurogénese adulta, tendo em vista que € a regiao do hipocampo que esta
sujeita a troca (PURVES, 2004) povoada por duas camadas celulares, a mais
externa, chamada molecular, povoada por células granulares (ovaladas), e uma

camada mais interna, a polimorfica, marcada por grande quantidade de células
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com soma piramidal (RAO e SHETTY, 2004); comparado e dito homadlogo ao
cortex medial de répteis (SANTOS, 2010).

Estudos anteriores no encéfalo do Tropidurus hispidus, comprovam por
meio de analises de células marcadas com DCX, alta quantidade de neurdnios
jovens na camada celular do cortex medial, zona entao considerada proliferativa,
regiao de alta neurogénese poés-natal (PIMENTEL, 2014), resultado semelhante
ao encontrado quando a analisadas as células marcadas por BrdU, sendo elas
encontradas em sua maioria, ao longo do epéndima e subjacentes ao cortex
medial (MARCHIORO et al., 2005) e por meio do estudo de neurdnios oxido
nitrico reativos encontrados na glia radial ventral ao CM, sendo o NO, um fator
de regulacao da neurogénese em mamiferos, além de atuar na funcao
hipocampal (LIMA et al.,, 2017), o cortex medial do T. hispidus, se mostrou

funcionalmente semelhante ao Giro denteado de mamiferos.

Passando para o cortex dorsomedial, este € comparado a area 3 do
corno de Ammon, parte do hipocampo de mamiferos (SANTOS, 2010), tal regiao é
povoada por neuronios de soma piramidal, (MENDES, etal, 2016). O hipocampo

de mamiferos tem relacao com formacao de memorias e a memoria espacial
(KANDEL, 2014).

Estudos anteriores no encéfalo do Tropidurus hispidus, a partir do gene
Zif 268 de expressao imediata que foi encontrado no cortex medial e no
dorsomedial quando os lagartos eram expostos a um ambiente enriquecido,
indicando fungoes primitivas das regides homologas ao hipocampo relacionadas
a exploracao e formacao de memdoria espacial (SANTOS, 2010), havendo

também um condicionamento aversivo relacionado a expressao do Zif 268 no

CM, relacionado a formacao de memorias aversivas (SANTOS, 2016). De modo

que possamos considerar a semelhanca funcional encontrada entre essas areas.

O cortex lateral, por sua vez, € comparado ao cortex piriforme de
mamiferos (SANTOS, 2010), que se inicia no bulbo olfatério, se estende até a
amigdala e inclui as regioes estriadas (BUTLER et al, 2005). O estudo de
Carvalho Pimentel, 2014, feito por meio da analise das células DCX positivas e

da presenca da glia radial, comprovou a migracao celular radial, sequindo pelo
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cortex lateral, direcionada para as superficies laterais do nucleo esférico e
complexo amigdaloide; afirmando semelhancgas funcionais entre as regioes.

1.3.  Tropidurus hispidus

O lagarto Tropidurus hispidus, (Fig.2) € representante da ordem
Squamata, subordem Sauria e familia Tropiduridae; € o maior lagarto desse
género, os machos medem aproximadamente 140 mm, na fase adulta
(comprimento rostro-cloacal) e as fémeas cerca de 90 mm (VITT, 2008). Possui
habitat generalista, no solo, superficie de rochas ou borda da mata (SANTANA
et al, 2014). E uma espécie amplamente distribuida na América do Sul,
encontrada nos paises: Brasil, Guiana, Guiana Francesa, Suriname, Venezuela
e Colémbia (SANTQOS, 2016).

Figura 2- Tropidurus hispidus, Squamata, Tropiduridae. Figura retirada de SANTOS, 2016 (pagina 25).

No Brasil € encontrada em 14 estados, incluindo todos os 9 da regiao
Nordeste, mantendo uma preferéncia por regides costeiras, areas de microclima
quente, por se tratar de um animal ectodérmico (PIMENTEL et al. 2010), isto €,
que usa a energia solar para manter a temperatura corporal (VITT et al. 2008), o
que os faz permanecer ativos apenas em uma pequena parte do dia (8 horas as
11 horas € seu pico de atividade) (SANTANA etal 2011).
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O principal ecossistema habitado € a Caatinga (VIEIRA etal., 2012), mas
por ser um animal que se adaptou a centros urbanos e as mudancas no ambiente
causadas pelo ser humano, € possivel encontra-lo em construcoes e prédios
(DIAZ-URIARTE, 1999), o que torna viavel sua captura e manuseio. Sua dieta é
a base de artropodes (coleopteros, lepidopteros e formigas) sendo possivel a

ingestao de plantas (somente a flor) (SLUYS et al. 2004).

Sua estratégia de forrageamento € do tipo “senta e espera’, depende de
estimulos visuais para deteccao de presas, capturando somente aquelas que se
locomovem em suas proximidades. Tal comportamento demonstra baixa
capacidade de quimeorrecepcao e destaca a visao como melhor o6rgao do
sentido nessa espécie. Esse tipo de forrageamento pode ser correlacionado a
ecologia do animal, além de a fatores morfolégicos, fisiolégicos e
comportamentais do espécime. Seus principais predadores sao o Salvator
merianae (Teiu gigante) e a aranha Lasiodora klugi da familia de tarantulas
(VIEIRA et al. 2012).

O cérebro do Tropidurus hispidus apresenta bulbos olfatorios, pouco
desenvolvidos, que se conectam aos hemisférios cerebrais do telencéfalo por
dois pedunculos olfatorios extremante finos. Em cada hemisfério telencefalico
existe um ventriculo e um cortex cerebral e regides nao corticais. O cortex
cerebral se divide em 4 areas extremamente diferentes, sendo elas: Cortex
Medial - CM, Cortex Dorsomedial — CDM (exclusiva dos lagartos da ordem
Squamata) (DE LA IGLESIA et al, 1997), Coértex Dorsal - CD e Cortex Lateral -
CL e em trés camadas, duas plexiformes (externa e interna) e uma camada
celular (PIMENTEL et al. 2011).

As camadas plexiformes diferem quanto a posi¢ao, a interna é ligada ao
ventriculo lateral e a plexiforme externa anexa a pia-mater, ja a camada celular
(posicionada entre as duas plexiformes) difere destas por apresentar maior
numero de células. As estruturas telencefalicas, além das regides corticais, sao:
septo, uma regiao ventricular dorsal anterior e posterior, uma regiao estriatal,
uma regiao de transicao estriado-amigdaloide, um complexo amigdaldide e um
nucleo esférico nas estruturas subventriculares dos hemisférios telencetfalicos.
(SANTOS, 2016).
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Quanto a morfologia neuronal, ja foram identificados tipos diferentes de
neurdnios nas 3 camadas corticais, granular, esférica e piramidal. Nas areas
corticais do T. hispidus foram encontrados diferentes tipos de neurénios, quanto
a formato de soma, numero de dendritos, local da projecao no soma e destino
dela (PIMENTEL et al. 2011). Um estudo feito por Carvalho Pimentel em 2014,
demonstrou a existéncia de neurénios granulares (unipolares, bipolares e
multipolares), piramidais (normais, inversos, abertos, bipiramidais e horizontais)
e horizontais (esféricos e fusiformes) no cortex desse animal, além de sulcos e
rotas por onde essas células migram (radial-passando pelos sulcos lateral,
regiao de Iintersulcos e medial, tangencial rostral- sulco terminal e ventral,
tangencial caudal- sulco medial, além de comissural-sulco medial) fator que
determina o0 numero e tipo celular encontrado de células jovens nas diferentes
regioes cerebrais (Fig. 3).

Figura 3-Imagem adaptada de PIMENTEL, 2014 (pagina 26), representando o encéfalo do Tropidurus
hispidus, destacando a zona proliferativa na regido do sulco medial e as duas principais rotas de migracio
dos neuronios, comissural (1) e radial (2).

T neuroblasts migrate

u

proliferatives ventricular zones

Porem, até 0 momento ainda nao se sabe a propor¢cao de novos
neurdnios em relacao aos formados durante o periodo embrionario e como esta
neurogénese se apresenta em relacao a forma dos neurénios, o que em parte
determina sua funcao. E importante acrescentar que estes animais possuem
uma baixissima quantidade de oligodendrécitos, mielina (MARCHIORO et al.
2005) e glia radial (MARCHIORO et al., 2012).

Sendo assim, neste trabalho quantificamos as proporcées de novos

neuronios no cérebro de T. hispidus tanto em relacao a forma do soma como
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discriminando as diferentes areas corticais e a origem dessas ceélulas,
embrionarias ou derivadas de neurogénese pos-natal. Nossos resultados
ajudarao a propor comparacoes das homologias discutidas entre 0 neocortex de
mamiferos e areas corticais de répteis, além de fornecer dados sobre a
abundante neurogénese adulta deste animal, informacao de suma importancia

na neurociéncia de base, visto que pouco se sabe sobre o processo de

neurogénese adulta e sua importancia.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Quantificar e classificar parametros relacionados a neurogénese do
lagarto Tropidurus hispidus.

2.2. Objetivos especificos

e Descrever a macro-estrutura anatdomica do telencéfalo dos lagartos da
especie Tropidurus hispidus.

e Descrever a morfologia do soma neuronal das regioes corticais dos lagartos
da espéecie Tropidurus hispidus.

e Quantificar a proporcao entre neurénios oriundos do periodo embrionario e
de neurogénese adulta no cérebro de Tropidurus hispidus.

e Analisar de modo comparativo através da morfologia do soma neuronal as
regioes corticais do Tropidurus hispidus e as areas corticais homologas de

mamiferos.

3. Metodologia

3.1. Aspectos éticos

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa com animais
(CEPA), da Universidade Federal de Sergipe (UFS) sob protocolo 69/2017.
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Todos os animais foram mantidos seguindo 0 que determinam as Leis, Decretos,
Portarias e Resolugdoes Normativas do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente,
licenca SISBio 58575, Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA), bem como a Lei N° 11.794, de 8 de outubro de 2008 (Lei

Arouca).

3.2. Exemplares

Foram utilizados 6 lagartos da espécie Tropidurus hispidus com
comprimentos (rostro-cloacal) variando entre 35-120 mm. Estes, foram
capturados nas proximidades da Universidade Federal de Sergipe, campus Sao
Cristévao, e posteriormente mantidos em um terrario, medindo 0,8 x 0,6 x 0,5
m. O pavimento do terrario, foi recoberto por uma camada de 5 cm de areia
lavada e peneirada, onde 0s animais puderam se enterrar durante a noite além
de serem submetidos a ciclos claro/escuro a cada 12 horas, de modo semelhante
ao habitat natural, onde ficaram em média por 4 dias. Os lagartos foram
alimentados com uma larva de besouro Tenebrio molitor por dia, nao havendo

restricao hidrica.

3.3. Perfusao e preparo das amostras

Os animais foram anestesiados com Xilazina 10% (10mg/kg) e Ketamina
10% (100mg/kqg), eutanasiados por meio de perfusao transcardiaca com solugcao
tampao fosfato salina (PBS; pH 7,2-7,4; 0,1M) por 10 minutos para a lavagem
dos vasos e, posteriormente, com paraformaldeido 4% (PFA) em tampao fosfato
(PB; pH 7.,4; 0,1M) por 20 minutos para fixacao dos tecidos. Os cérebros foram
removidos e mergulhados em uma solugao de PFA 4% + sacarose 30%, onde
permaneceram por 24h. Para armazenamento, os cérebros foram preservados
do congelamento em sacarose a 30% na temperatura de 4°C. Em seguida foram
levados a criostato a -20 °C para obtencédo de sec¢des de 50 ym, que foram
distribuidas em ordem rostro-caudal em |laminas de vidro (Fig.4). Protocolo

adaptado pela equipe do laboratorio.
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Figura 4-Desenho esquematico demonstrando a direcio em que os cortes do cérebro do lagarto Tropidurus
hispidus foram realizados e uma foto amostral de um corte destacando um hemisfério.

3.4 Preparacao dos encéfalos

Apds a montagem dos cortes em |aminas cobertas com gelatina, estes
permaneceram secando por aproximadamente 24 horas. Em seguida, foi
iniciado o protocolo de coloragao de Nissl, um marcador de soma celular,
escolhido para caracterizar morfologia somatica neuronal das regioes corticais
do T. hispidus e tornar possivel a comparacao com a morfologia somatica
neuronal das regioes corticais ditas homologas de mamiferos. O protocolo se
Inicia com a imersao das laminas em agua destilada com posterior imersao em
azul de Toluidina, novamente em agua destilada, em alcool 70 %, alcool 95% e
acido aceético, alcool 95%, alcool 100% e cloroférmio, alcool 100% I, seguido de
alcool 100% I, alcool 100% e Xilol I, Xilol | e, por fim, Xilol |l, onde ficaram até a

finalizacao e montagem, realizada com Entelan.

39, Marcacao Imunohistoquimica para DCX

Para a identificagao de neurdnios jovens, formados na neurogénese
pos-natal e por isso ainda nao estabelecidos, encontrados ainda em processo
de migracao, foi utilizado o anticorpo primario para doublecortin (DCX), proteina
associada a microtubulos normalmente expressa no citoplasma e
prolongamentos dendriticos de neurdonios em diferenciacao durante o

desenvolvimento. Para imunohistoquimica de DCX, os cortes foram incubados
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com metanol (10%) e H202 (3%) por 10 min, sendo a seguir incubados em
albumina de soro bovino a 1%(BSA; Sigma-Aldrich) e Triton X-100 a 0,3% em
PBS, por 1 hora sob condicoes normais de temperatura. Em sequéncia, os cortes
foram incubados durante a noite em PBS com 1% de BSA e 0,3% de Triton X-
100 e anticorpo anti-DCX de coelho (1: 1.000; Abcam Plc, Cambridge,MA, EUA).
Posteriormente os cortes foram lavados por 15 min, incubados em IgG de cabra
anticoelho biotinilada (1: 1.000; Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA)
durante 2 horas, em sucessao por complexo de avidina-biotina-peroxidase
(Vector Laboratories) por mais 1 hora. Por fim, as laminas foram expostas a 0,15

mg/ml de 3-3 -diaminobenzidina em PBS com 0,01% de H20O?2, e posteriormente

desidratados em concentracoes crescentes de etanol, clarificados com xileno e
montados em DPX (Sigma-Aldrich) (RAO & SHETTY, 2004).

3.6. Descarte de material biologico

Concluida a perfusao, as carcagas dos animais foram depositadas em

sacos plasticos apropriados e armazenadas no freezer de coleta de material
biologico situado no biotério do Departamento de Fisiologia da UFS para
posterior recolhimento durante a coleta de lixo biologico. Os residuos pérfuro-
cortantes foram armazenados em caixas adequadas e levados até o Hospital

Universitario para o descarte hospitalar.

B Aquisicao de imagens e analises

3.7.1. Analise anatomica das areas corticais e nao corticais

Utilizado microscopio (Olympus), na lente objetiva de 4x, para adquirir as
fotomicrografias. Para a analise, os dados de area e perimetro do Image J foram

convertidos de nanémetros para milimetros. Para ratificar a analise quanto a area

e perimetro, calculamos a média e o desvio padrao entre os valores encontrados
de area das regioes em cada animal por corte, tornando possivel visualizar a
diferenca de espaco que essas areas ocupam no telencéfalo do animal, além
permitir comparar a diferenca de posicao na por¢cao mais rostral do encéfalo ou

nos cortes finais. Tendo em vista que algumas regidoes nao comegam na porgcao
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mais rostral do telencéfalo, a exemplo das regioes nao corticais e do cortex
dorsal e lateral parte da amostra possui area zero (cortes mais iniciais), sendo
entao nao paramétrica. Os dados foram comparados por kruskal Wallis sequido

de pos-teste de Dunn’s.

3.7.2. Analise comparativa da morfologia somatica neuronal

Para caracterizar as regioes corticais escolhidas tendo como base o
estudo da neurogénese pos-natal e as homologias, comparamos quanto a
estrutura somatica celular, analisamos a morfologia do soma das celulas
encontradas nessas regioes corticais, visando aumentar o conhecimento acerca
da neurogénese pos-natal, tendo como base a comparacao e quantificacao de
acordo com o formato de soma celular, e a procedéncia dessas celulas,
derivadas de neurogénese adulta (células jovens marcadas por
imunohistoquimica de DCX), e os neurdnios formados ainda no periodo
embrionario (marcados segundo o protocolo de Nissl, marcador de soma
celular). As fotomicrografias foram feitas utilizando microscopio (Olympus), na
lente objetiva de 40x. Para a contagem e diferenciacao da morfologia do soma
neuronal e origem dessas células (embrionaria ou neurogenese pos-natal) fol
utilizado o software Image J. O numero de células encontrados em cada regiao
se mostrou proximo da média, permitindo que fosse utilizado o teste T de student
no software GraphPad Prism 5 para verificar se havia diferenca entre as areas e
regioes comparadas. Para certificar os nossos resultados obtidos nas analises
de numero e tipo somatico ao longo das regidoes telencefalicas das areas
corticais, acerca da migracao celular. Comparamos as areas corticais entre si,

quanto a regiao, tipo somatico e marcacgao utilizada na obtencao dos dados.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

41. Analise anatdomica das regioes corticais e nao corticais
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O cortex cerebral é dividido em 4 areas extremamente diferentes, sao
elas: Cortex Medial - CM, Cortex Dorsomedial — CDM (unica dos lagartos da
ordem Squamatas) (DE LA IGLESIA et al, 1997), Cortex Dorsal - CD e Cortex
Lateral — CL, além disso, podemos encontrar regidoes nao corticais, 0 septo, a
regiao ventricular dorsal (tanto posterior quanto anteriormente), uma regiao
estriatal, a area de transicao estriado-amigdaloide e um complexo amigdalodide.
(SANTOS L. 2016).

A area e perimetro destas estruturas foram quantificadas desde seu
aparecimento na area frontal do encéfalo, seguindo em diregcao a regiao dorsal.
As areas corticais comecaram a ser percebidas a partir de 250 um (equivalente
a 5 cortes) da porcao mais rostral do telencéfalo do T. hispidus, diferente das
regioes nao corticais que em sua maioria s6 foram encontradas apos a divisao
comissural. O primeiro cortex a ser claramente visualizado foi 0 medial (Fig. 5 A)
sequido pelo dorsomedial (Fig.5 B). Nessa fase, o cortex dorsal ainda nao
aparece nitidamente, apenas aos 600 ym (Fig.5 C) torna-se mais delineado e

evidente, assim como a regiao ventricular dorsal anterior.

Figura 5- Foto de um corte amostral e desenho esquemaitico das regides corticais seguidas pelos grificos
de drea (em vermelho) e perimetro (em azul) por altura do corte (pontos) feito seguindo o padrao rostro
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cloacal, ao longo o encéfalo do Tropidurus hispidus. Coluna A- cortex medial, coluna B- cortex
dorsomedial, coluna C- cortex dorsal e coluna D- cortex lateral. N=6.
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Apos 900 um, o ventriculo adjacente ao cortex dorsal encontra-se com a
porcao lateral do telencéfalo e o ventriculo adjacente ao cértex medial encontra-
se com a porcao mais ventral da regiao. Essa nova conformacao separa
momentaneamente o cortex das areas telencefalicas.

A regiao ventricular dorsal anterior continua bem delimitada e nesse plano
surge o estriado (Fig.5 C e Fig.6 A). Seguindo a partir de 950 pm, o ventriculo
adjacente ao cortex dorsal comecga a descer em diregao a porgao mais ventral.
Essa descida do ventriculo permite que o cortex lateral (Fig.5 D) comece a
aparecer. A regiao ventricular dorsal anterior e 0 estriado continuam bem
delimitados.

Apoés 1150 ym, o cértex medial se retrai (a reducao de area e perimetro
pode ser vista nos graficos das figuras 5 e 8) dando espaco para o surgimento
do septo. Depois de 6 cortes, o cortex lateral esta mais aparente, a regiao
ventricular dorsal anterior encontra-se no final, e surge a area de transigao

estriado-amigdaloide (Fig.6 B). Apés 1700 um, o cértex lateral ja € visto por
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Inteiro, surge a regiao ventricular dorsal posterior e o complexo amigdaloide.

Essa conformacao € vista dessa forma até os 2100 pm.

Figura 6- Foto de um corte amostral e desenho esquemitico das regides ndao corticais seguidas pelos
grificos de drea e perimetro por altura do corte (pontos) feito seguindo o padrdo rostro cloacal, ao longo o
encéfalo do Tropidurus hispidus. Linha A- Regides nido corticais anteriores, nos grificos os pontos
vermelhos representam a regido ventricular dorsal anterior, em azul o estriado e em preto o septo. Linha B
e C- Regides nao corticais posteriores, nos graficos os pontos em roxo representam a regiao ventricular
dorsal posterior, em verde, a drea de transicdo estriado-amigdal6ide e em amarelo o complexo amigdaloide.
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Nos graficos de linhas, feitos a partir da média encontrada para cada
corte das areas corticais (Fig.7 A), podemos ver que o cortex medial € o
dorsomedial comegam a surgir juntos a partir do quinto corte. Também e possivel
visualizar que o cortex dorsal, se inicia a partir do décimo segundo corte, € 0
lateral proximo ao vigésimo corte muito proximo a divisao da comissura. A partir
dessa analise ficam claras as oscilacoes de area e perimetro, que acontecem
entre as regioes anterior (até o vigésimo corte), medial (do vigésimo ao trigésimo)

e posterior (iniciada a partir do trigésimo corte) ao longo das regides corticais.

Figura 7- Grificos de drea e perimetro das regides corticais e ndao corticais demonstrando a altura em

cortes ao longo do encéfalo em que essas regioes foram encontradas. A- Graficos de area e perimetro das
regides corticais, em vermelho o cértex medial, em azul o dorsomedial, em roxo o dorsal e em amarelo o

lateral. B- Grificos de drea e perimetro das regides ndo corticais, em vermelho a regido ventricular dorsal
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anterior, em azul o estriado, em preto o septo, em roxo a regiao ventricular dorsal posterior, em verde a
regido de transicdo estriado-amigdaléide e amarelo o complexo amigdaléide.
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A mesma analise para as regioes nao corticais (Fig.7 B), se mostrou
mais significativa, nos permitindo observar as transicoes que acontecem entre
elas. A RVDA, se inicia a partir do décimo segundo corte, junto com 0 cortex
dorsal, contudo aproximadamente no trigésimo corte ela € substituida pela
RVDP, representadas em vermelho e roxo respectivamente no grafico. O mesmo
pode ser visto entre as regioes EST, TEA e CA. O EST tem seu inicio a partir do
décimo oitavo corte e € substituida pela TEA aproximadamente no corte 25,
sendo essa a regiao mais efémera em espaco de cortes (apresentou a menor
area, Fig.7), iniciando no vigésimo quinto corte e encerrando no trigésimo quarto
corte. A partir deste corte, o padrao do CA passa a ser mais delineado. O septo
se mostrou a regiao mais estavel, estando presente desde as regidées mais

rostrais até a porcao final do telencéfalo deste animal.

Para confirmar tais resultados foi feita uma analise comparativa entre as
areas e perimetros de todas as regioes. Na area das regioes corticais (Fig.8 A),

foi constatado que o unico cortex com area de fato diferente foi o lateral (com
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media 15,62mm2 = 1,91), o cortex medial (41,61 mm?2 = 3,41) e dorsomedial
(36,51 mmz2 x 3,08) nao apresentaram diferenca (p=0,6390), assim como o cortex
dorsomedial e o dorsal (42,79 mm? + 4,32) (p=0,0713).

Figura 8- Grafico comparativo das diferentes areas e perimetros das regides corticais e ndo corticais ,

valores expressos em média, comparacoes feitas por teste de Kruskal Wallis e pos-teste de Dunn’s. O
simbolo # e letras iguais representam regides sem diferenca, o simbolo * e letras diferentes indicam regides
em que a comparacdo demonstrou que havia diferenca. A- Grafico comparativo da drea das regides
corticais, B- Perimetro das regides corticais, C- drea das regides ndo corticais e D- perimetro das regides
ndo corticais.
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Quanto ao perimetro (Fig.8 B), o cortex medial foi maior (1,03 mm =+
0,03), sequido pelo dorsal (0,99 mm = 0,05), dorsomedial (0,91 mm + 0,03) e por
fim o lateral (0,61 mm = 0,04). Houve diferenca, exceto quando comparados o

cortex medial e o dorsal (p=0,3819).

As regides nao corticais, por sua vez, apresentaram valores muito
semelhantes e sem diferenca tanto para area quanto para perimetro. A area
(Fig.8 C) foi maior na regiao ventricular dorsal posterior (RVDP) (40,2 mm2 £7,9),

seguida pela area do septo (34,5 mm? = 4,54), regiao ventricular dorsal anterior
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(RVDA) (21,84 mm? + 4,63), complexo amigdaldide (CA) (15,98 mm? + 2,79),
estriado (5,02 mm? = 1,56) e por ultimo a regiao de transicao estriado
amigdaloide (TEA) (4 mm? = 1,47). Nao existe diferenca significativa entre a
RVDA e RVDP, com p=0,7365, assim como entre RVDA e CA, p=0,4749,
tornando iguais também a RVDP e o CA (p=0,2933); alem disso 0o EST e a TEA

também nao possuem diferenca (p=0,8229).

Estudando os dados encontrados na analise do perimetro das regioes
nao corticais (Fig.8 D), o septo apresentou o maior perimetro (0,57mm = 0,04),
sequido pela RVDP (0,42mm = 0,06), RVDA (0,33mm = 0,04), CA (0,19mm =+
0,03), TEA (0,03mm = 0,01) e EST (0,06mm = 0,08). Assim como na analise das
areas, as regioes RVDA e RVDP nao foram diferentes (p=0,8485), assim como

o RVDA e o CA (p= 0,0835), a RVDP e o CA (p=0,1237) e 0 EST e a TEA
(p=0,4561).

Tais resultados confirmam a caracterizacao anatémica do encéfalo do
Tropidurus hispidus encontrada em estudos anteriores (SANTOS,2016;
SANTOS, 2010 & PIMENTEL et al, 2011), e acrescenta dados referentes a
posicao em numero de cortes (de espessura 50 um) em que foram encontradas
as regioes corticais e nao corticais iniciam, 0 espagco em que reduzem de
tamanho pelo surgimento de outra area ou substituicao e em quantos
micrometros deixam de ser encontradas, servindo como base para estudos
futuros e para a caracterizacao da morfologia do soma neuronal realizada nesse

trabalho.

As regioes corticais se mostraram mais invariaveis ao longo do encéfalo,
sofrendo pequenas oscilagoes na area € no perimetro, sendo em sua maioria
encontradas antes da divisao comissural (com excecao do coriex lateral que
surge na divisao) e se mantendo até o ultimo corte realizado, tornando mais
viavel o estudo da morfologia somatica neuronal, posteriormente comparada a
morfologia encontrada nas regidoes corticais de mamiferos consideradas
homadlogas a reqides corticais de répteis; e a evolucao do numero celular
encontrado ao longo das regioes pré-comissural, comissural e pos-comissural,

fator relacionado as migracgoes celulares.
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As regioes nao corticais, se mostraram muito passageiras, comegam €
terminam em um curto espaco de cortes, a maioria delas foi encontrada apenas
a partir da regiao comissural (exceto a regiao ventricular dorsal anterior)
inviabilizando o estudo do numero celular ao longo das regides, além de que os
resultados demonstraram grandes oscilacoes de area e perimetro, justificado

pelo fato de serem areas de transicao que logo sao substituidas.

4.2. Analise da morfologia do soma neuronal encontrado no cortex medial

Seguindo o padrao em que as regioes cerebrais surgem ao longo do
encéfalo do animal, encontrado no presente estudo, comegcamos a analise da
morfologia celular pela regiao cortical medial, essa estrutura cortical do encéfalo

de répteis € comparada ao giro denteado de mamiferos (SANTQOS, 2010).

Em sua porgcao anterior (pré-comissural) (Fig.9 B), com a marcacao de
Nissl, encontramos que os tipos celulares de soma ovalado (com meédia 129,4 +
3,10) e piramidal (média 119,7 = 3,90) tiveram valores aproximados e sem
diferenca (p=0,0534), ja as células piramidais alongadas foram pouco frequentes

com meédia 18,46 = 0,66, com diferenca com ambas as anteriores (p<0,0001).

Figura 9- A-Desenho esquematico demonstrando as estruturas corticais observadas, com o
cortex medial em destaque. Sequido pelos graficos de neurénios marcados com Nissl (colunas
pretas) e DCX (colunas brancas) de cada forma de soma celular encontrados nas regides do
cortex medial. B- Grafico da regiao anterior do cartex medial. C- Grafico da regiao medial do
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cortex medial. D- Grafico da regiao posterior do cortex medial. N=6, * e # p>0,001 Teste t, *
indicam diferenca entre Nissl e DCX e # indicam diferenca entre os tipos de soma neuronal.
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Para a mesma regiao, os dados da analise da imunohistoquimica de
DCX revelam como tipo de soma celular mais frequente o piramidal (média 14,

84 + 0,97), sequido pelo piramidal alongado (com meédia 11,57 + 0,72), com

1

diferenca entre eles (p=0,0079, por fim as de soma ovalado (0,36 =+
0,77.p<0,0001).

Na porcao medial (também chamada comissural) do cortex medial
(Fig.9 C), o tipo de soma celular formado ainda no periodo embrionario mais
frequente foi o ovalado (121,4 + 2,89), sequido por piramidal (99,16 = 4,62),
semelhante ao encontrado na porcao anterior, deixando por fim o tipo somatico

piramidal alongado (12,64 + 0,55), com diferenca entre todos eles (p<0,0001).

Para as ceélulas jovens tivemos resultados semelhantes aos encontrados
na porcao pré-comissural. O tipo de soma mais frequente segue sendo o
piramidal (18,64 + 1,47), seguido pelo piramidal alongado (12,63 = 0,99), com

diferenca significativa entre eles de p= 0,0010, o tipo somatico ovalado com
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média 0,42 + 0,12 foi 0 menos encontrado, mantendo diferenca (p<0,0001), com
ambos o0s tipos de soma anteriores. Tendo em vista 0s valores proximos
encontrados para o tipo somatico piramidal alongado na marcacao de Nissl € na
imunohistoquimica de DCX, foi constatado que nao existe diferenca entre eles
(p=0,9895).

Encontramos um padrao de frequéncia para as células marcadas com
Niss| (em escala de frequéncia: soma ovalado, piramidal e por fim piramidal
alongado) e para as células jovens marcadas por DCX (piramidais, sequidas por
piramidais alongados e ovalados) mantido até a regiao posterior (pos-

comissural) (Fig.9 D).

Analisando os valores encontrados na regiao posterior para as células
cujo soma foi marcado com Nissl. Tivemos formas somaticas ovaladas (139,5 =
3,16), piramidais alongados (27,98 + 1,24) e piramidais (96,2 = 3,46), com
diferenca encontrada entre todos (p< 0,0001). Na marcacao por DCX,
encontramos tipo somatico ovalado com menor média (0,44 = 0,06), piramidais
alongados (10,18 + 0,47) e piramidais (14,83 + 0,75), com diferenca (p<0,0001).

A homologia discutida para essa regiao afirma semelhanga com o giro
denteado de mamiferos (SANTOS, 2010), que em humanos é unica area onde
ocorre a neurogénese adulta, tendo em vista que € a regiao do hipocampo que
esta sujeita a troca (PURVES, 2004) povoada por duas camadas celulares, a
mais externa, chamada molecular, povoada por células granulares (ovaladas), e
uma camada mais interna, a polimorfica, marcada por grande quantidade de
células com soma piramidal (RAO e SHETTY, 2004) (Fig. 10).

Figura 10- Fotomicrografias das regides comparadas sob coloracdo de Nissl, a direita corte amostral do
giro denteado de mamiferos, figura retirada do atlas digital de neuropatologia e neuroimagem da

o cortex medial.
A2 e
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Os resultados desse estudo corroboram com a teoria da homologia entre
as duas areas, tendo em vista que o CM apresenta a maior média encontrada
no estudo, para neurénios de soma piramidal, o0 que comprova alta taxa de
neurogénese desse tipo somatico no local além de ser a zona proliferativa do

lagarto, regiao de alta neurogénese pos-natal (PIMENTEL, 2014).

Além de tornar possivel comparar a morfologia somatica neuronal das
regioes homologas entre répteis e mamiferos, tal analise caracteriza quanto a
morfologia somatica o cortex medial do T. hispidus, povoado em sua maioria por
neurdénios de soma ovalado e piramidal, e sugere o tipo somatico mais frequente
formado através da neurogénese pos-natal, sendo os tipos piramidal e piramidal

alongado.

4.2.1. Analise do padrao de migracao celular no cortex medial

Estudos anteriores comprovam que cortex medial se localiza na regiao
de sulco medial e é rota das migracoes radial (Qquando esta passa pela regiao do
sulco medial, posicionada paralelamente ao cortex), tangencial caudal
(atravessa o sulco medial em direcao a regiao do septo) e comissural (atravessa
0 sulco medial, passando pela camada plexiforme interna do cortex medial
saindo do hemisfério) (PIMENTEL, 2014). Avaliamos os tipos de morfologia
neuronal encontrada nas regidoes anterior, medial e posterior do cortex,
diferenciando também quanto a origem, embrionaria ou jovem, para entender se
de fato existe um aumento na frequéncia de algum tipo somatico celular ao longo
das regioes estudadas para cada cortex, comprovando que as células estao

migrando ao longo das regides.

Analisando os resultados obtidos com a coloracao de Nissl, vimos que
nas células de soma ovalado (Fig.11 A), a maior média de frequéncia encontrada
foi na regiao posterior (média 139,5 + 3,16), seguida pela regiao anterior (129,4
+ 3,10) e por fim, a regiao medial (121,49 = 2,89). Quando comparamos as areas
entre si (teste T) observou-se que entre a regiao anterior e medial nao ha
diferenca (p=0,064), embora a diferengca exista entre as regioes anterior e
posterior (p=0,023) e entre medial e posterior (p<0,0001); comprovando um
aumento no numero de células de soma ovalado ao longo das regides no cortex

medial.
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Figura 11- Comparacdao quanto a forma do soma neuronal e a regidao do cortex medial avaliada. A e D-
Grafico das células de soma ovalado, coradas com Nissl (A) e imunohistoquimica de DCX (D). B e E-
Grafico das células de soma piramidal alongado, coradas segundo o protocolo de Nissl (B) e por
imunohistoquimica de DCX (E). C e F- Grifico das células de soma piramidal, Nissl em C e DCX em F.
N=6, p<0,0001 * representando diferenca significativa encontrada por Teste t.
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As células jovens do mesmo tipo somatico (Fig.11 D), mostraram valores
encontrados foram muito semelhantes para todas as areas (anterior- 0,36 = 0,07;
medial-0,42 + 0,12 e posterior- 0,44 + 0,06) nao havendo diferenca entre elas,
sugerindo que este tipo somatico nao esta migrando, dado que se relaciona com
0 resultado anterior da analise comparativa dos tipos somaticos corados com
Nissl ou DCX ao longo das reqgides (Fig. 10), onde visualizamos que o tipo
somatico ovalado foi 0 menos frequente em todas as regiodes estudadas quando

corados por imunohistoquimica de DCX.

A frequéncia do tipo somatico piramidal alongado, se mostrou crescente
ao longo das regides comissurais na analise da coloracao de Nissl (Fig.11 B),
muito embora tenha apresentado valores médios menores que 0s encontrados
para o tipo ovalado. Na regiao anterior encontramos uma média de 18,46 + 0,66
e houve uma baixa na regiao medial (com média 12,64 = 0,55) seguida por um
aumento na regiao posterior (27,98 = 1,24), com diferenca (p<0,0001) entre
todas as regides, comprovando o aumento desse tipo somatico ao longo do

cortex medial.

No entanto a mesma analise feita para células jovens (Fig.11 E), trouxe

uma menor meédia de frequéncia para a regiao posterior (10,18 = 0,47), seguida
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pela anterior (11,57 £ 0,72), sendo a maior média encontrada a da regiao medial
(12,63 = 0,99), nao havendo diferengca entre as regidoes anterior e medial
(p=0,3804) e entre anterior e posterior (p=0,0967), apenas entre as regioes
medial e posterior (p=0,0131), comprovando um leve decréscimo em frequéncia
celular ao longo dessas regioes, sugerindo que este tipo somatico esta em

processo de migracgao.

Para o tipo somatico piramidal os valores médios de frequéncia
encontrados se mostraram tao altos quanto os do tipo ovalado. Analisando 0s
dados obtidos na coloragcao de Nissl (Fig.11 C), tivemos que a regiao anterior
apresentou a maior média (119 % 3,9) sequida pela regiao medial (99,16 + 4,62),
havendo diferenca entre elas (p=0,0007), deixando em ultimo a regiao posterior
(96,2 + 3,46), que nao apresentou diferenca quando comparada a regiao medial
(p=0,6041), apesar de a diferenca encontrada ter sido relevante entre posterior
e anterior (p=0,0001). Todavia, a analise sugere uma pequena reducao desse

tipo somatico ao longo do cortex.

Na imunohistoquimica para DCX (Fig.11 F), a maior média de frequéncia
encontrada para 0s neurdnios de soma piramidal foi na regiao medial (18,64 +
1,47) e a média encontrada para as demais regidoes se mostrou muito
semelhante (anterior-14,84 = 0,97 e posterior- 14,83 + 0,75), nao havendo
diferenca relevante entre elas (p=0,9949). Se comparadas as regioes anterior e

medial, assim como a medial e a posterior a diferenga encontrada foi significativa
(p=0,0269 e p=0,0103 respectivamente).

Os resultados encontrados na analise dos somas neuronais marcados
sob o protocolo de Nissl (Fig. 11 A, B e C) confirmam o resultado da analise
anterior em que o0s tipos somaticos mais frequentes foram o ovalado e o

piramidal ao longo de todas as regides (Fig. 9).

Os dados obtidos no estudo das celulas jovens (Fig. 11 D, E e F),
sugerem que o0 cortex medial nao € o destino final das migragcoes que o
perpassam, tendo em vista que para todos o0s tipos somaticos estudados 0s
valores encontrados entre as regidoes (anterior, medial e posterior) sofreram
pequenos decréscimos, resultado que se relaciona com um estudo anterior de

Marchioro (2012) que determina que o Tropidurus hispidus apresenta baixa
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quantidade de glia radial se comparado a outros lagartos, ou seja, apresenta
pouco suporte fisico para a passagem desses neurdnios jovens que ainda nao

se estabeleceram.

4.3. Analise da morfologia do soma neuronal encontrado no cortex

dorsomedial

A proxima regiao cortical que surge no encéfalo do animal € o cortex
dorsomedial (resultado obtido pela analise dos cortes do encéfalo em sequéncia

rostro-cloacal), regiao comparada a area 3 do Corno de Ammon de mamiferos
(SANTQOS, 2010).

Analisando a morfologia somatica embrionaria encontrada na regiao
anterior desse cortex (Fig.12 B), tivemos que o tipo somatico mais frequente fol
0 ovalado, com média 141,8 = 7.92, sequido pela forma somatica piramidal,
49,91 + 3,96 e piramidal alongado, 18,66 + 1,15, com diferenga entre todos
(p<0,0001).

Figura 12- A-Desenho esquematico mostrando as estruturas observadas com o cortex dorsomedial em
destaque. Seguido pelos grificos de neurdnios marcados com Nissl (colunas pretas) e DCX (colunas
brancas) de cada forma de soma celular encontrados nas regides do cortex dorsomedial. B- Grafico da
regido anterior do cortex dorsomedial. C- Grafico da regidao medial do cortex dorsomedial. D- Grifico da
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regiao posterior do cortex dorsomedial. N=6, * e # p>0,001 Teste t, * indicam diferenca entre Nissl e DCX
e # indicam diferenca entre os tipos de soma neuronal.
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As celulas jovens, foram mais encontradas no tipo somatico piramidal
alongado (meédia 38,25 + 6,17), seqguido pelo tipo ovalado (9,5 +1,73) e por fim
as de soma piramidais (1,87 = 0,44). Houve diferenca entre todos eles o p
encontrado foi igual a 0,0005 na comparacao entre ovalados e piramidais
alongados, p= 0,0008 entre ovalados e piramidais, e p<0,0001 entre piramidais

alongados e piramidais.

Na regiao medial do coértex dorsomedial (Fig.12 C), o valor médio
encontrado para o tipo somatico piramidais alongados na analise dos neurénios
maduros comeca a subir passando a ser 0 segundo tipo mais frequente (com
meédia 87,3 = 8,93), atras dos ovalados (309,2 +17,7), deixando piramidais como
tipo menos encontrado (33,58 + 3,01), havendo diferenca entre todos eles
(p<0,0001).

Estudando as células jovens, mais uma vez o tipo piramidal alongado

ganhou destaque, desta vez com a maior meédia (29,72 + 2,13), seguido pelo tipo
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ovalado (6,20 = 0,56) e por fim o tipo somatico piramidal (1,56 = 0,13), com

diferenca entre todos eles (p<0,0001).

Na regiao posterior (Fig.12 D), o estudo dos valores encontrado para as
células coradas com Nissl se mostrou semelhante ao encontrado na regiao
anterior. O tipo somatico mais frequente foi o ovalado (455,8 + 35,31), sequido
pelo piramidal alongado (60,56 +5,76) e por fim as de soma piramidal com menor

frequéncia (23,79 = 2,56), com diferenca significativa entre todos (p<0,0001).

O mesmo acontece para as células jovens (DCX), assim como na regiao
medial e na anterior, a regiao posterior do cortex dorsomedial apresenta mais
celulas jovens de tipo somatico piramidal alongado (24,9 + 3,35), seguido pelo
tipo ovalado (4 + 0,5) e o piramidal (1,29 + 0,21), com diferengca entre todos
(p<0,0001). Todavia, nao encontramos diferenca para 0s tipos somaticos
piramidal (em Nissl) e o piramidal alongado (DCX), tendo como base a

proximidade vista entre os valores (p=0,7944).

O cortex dorsomedial € dito homologo a area 3 do Corno de Ammon de
mamiferos (SANTQOS, 2010), regiao que faz parte do giro denteado, parte do
hipocampo, dividido nas 4 areas do Corno de Ammon (KANDEL et al., 2000). De
acordo com a literatura a area 3 é caracterizada quanto a morfologia somatica

neuronal por soma piramidal (Fig. 13) (MENDES et al, 2016), resultado que se

mostrou diferente do encontrado no cortex dorsomedial do Tropidurus hispidus,
em gue o tipo somatico mais frequente encontrado nessa regiao cortical foi o

ovalado, sequido pelo piramidal alongado.
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Figura 13- Fotomicrografias das regidoes comparadas sob coloracao de Nissl, a direita corte amostral da
area 3 do Corno de Ammon de mamiferos, figura retirada do atlas digital de neuropatologia e neuroimagem
da UNICAMP, a esquerda foto de um corte amostral do acervo desse projeto do cortex dorsomedial.
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Além da comparagao da morfologia somatica neuronal das regioes
homalogas entre répteis e mamiferos, tal analise caracteriza quanto a morfologia
somatica o cortex dorsomedial do T. hispidus, povoado em sua maioria por
neurdnios de soma ovalado e piramidal alongado (tipo somatico que passa a ser
mais frequente a partir da regiao medial desse cortex), e sugere o tipo somatico
mais frequente formado através da neurogénese pos-natal nesse cortex foi o

piramidal alongado.

4.3.1. Analise do padrao de migragao celular no cortex dorsomedial

Assim como o cortex medial, o cértex dorsomedial se posiciona na regiao
do sulco medial, muito embora tenha sido caracterizado apenas como parte da
rota da migracao radial (PIMENTEL, 2014). Partindo desse pressuposto foram
avaliadas as frequéncias dos tipos somaticos ao longo das regioes anterior,
medial e posterior, tanto para 0s neurdénios maduros, corados com Nissl, visando
caracterizar o tipo somatico mais frequente por regiao do cortex dorsomedial do
T, hispidus, quanto para 0s neurdonios jovens, marcados pela imunohistoquimica

de DCX, para avaliar quantitativamente a migracao.
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Comparando as células de soma ovalado marcadas com Nissl (Fig.14
A), encontramos um grande aumento entre as regioes anterior e medial, seguido
por reducao marcante entre as regioes medial e posterior. Para a regiao anterior
encontramos o valor de média, 141 + 7,92, regiao medial - 309,2 + 17,07 e

posterior — 23,79 + 2,56, havendo diferenca entre todas elas (p<0,0001).

Figura 14- Comparacao quanto a forma do soma neural e a regiao do cortex dorsomedial
avaliada. A e D- Grafico das células de soma ovalado, coradas com Nissl (A) e
imunohistoquimica de DCX (D). B e E- Grafico das células de soma piramidal alongado, coradas
segundo o protocolo de Nissl (B) e por imunohistoquimica de DCX (E). C e F- Grafico das células
de soma piramidal, Nissl em C e DCX em F. N=6, * indica diferencga significativa, por Teste t com
p>0,0001
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Quando analisadas as células jovens de soma ovalado (Fig.14 D),
percebemos um decréscimo ao longo das regioes (anterior, 9,5 = 1,73; medial,
6,20 = 0,56 e posterior, 1,29 = 0,21), ndo havendo diferenca apenas entre as

regioes anterior e medial (p= 0,06).

O mesmo foi visto para as células de soma piramidal alongado. Na
analise dos tipos somaticos corados com Nissl (Fig.14 B), os valores cresceram
entre as regioes anterior e medial (médias respectivas de 18,66 + 1,51 e 87,3 =
8,93) com diferenca entre elas (p<0,0001) e reduziram na regiao posterior (60,56
+ 5,76), com diferenga quando comparado a regiao anterior (p<0,001) e a regiao
medial (p=0,0209).

Na analise das células jovens (Fig.14 E), o mesmo decréscimo foi

encontrado. A regiao anterior teve a maior média (38,25 = 6,17), seguida pela
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regiao medial (29,72 + 2,13) e por ultimo a regiao posterior (24,9 = 3,35), sem

diferenca entre elas.

O tipo somatico piramidal apresentou menos oscilagcdes entre as
regioes, durante a analise das células maduras (coradas com Nissl) (Fig.14 C),
havendo um decréscimo direto. A regiao anterior apresentou a maior média (49,9
+ 3,96), sequida pela regiao medial com 33,58 + 2,56 e entao pela regiao
posterior com meédia igual a 23,7 + 2,56, havendo diferenca em todas as
comparacoes (p= 0,0056 entre anterior e medial, p<0,0001 entre anterior e

posterior e p= 0,0191 entre medial e posterior).

Analisando os resultados obtidos para o0 mesmo tipo somatico marcado
por imunohistoquimica de DCX (Fig.14, F), encontramos mais uma vez um
decréscimo, além de que os valores meédios encontrados para as regioes foram
proximos, de modo que a diferenca entre eles nao foi significativa. A regiao
anterior teve uma media de 1,87 = 0,44 formas somaticas piramidais
encontradas, a regiao medial, 1,56 + 0,13 e a regiao posterior, 1,29 + 0,21. Ao
compararmos por teste T, a regiao anterior e a medial apresentaram um p igual
a 0,480, entre a regiao anterior e posterior o p encontrado foi igual a 0,2952 e

quando comparadas as regioes medial e posterior o valor de p foi 0,2492.

Os resultados obtidos se relacionam com o encontrado na analise
anterior (Fig. 12) onde os tipos somaticos ovalado e piramidal se mostraram
muito menos frequentes que o piramidal alongado na analise dos neurdénios
marcados na imunohistoquimica de DCX (Fig. 14 D, E e F), os mesmos dados
confirmam o resultado encontrado no estudo de De Carvalho Pimentel (2014)
que afirmam que as células DCX positivas que migram pela rota de migracao
radial estao ausentes na camada celular do cortex dorsomedial e escassas no

cortex dorsal.

O estudo da evolugao de frequéncia somatica dos neurénios ao longo
das regioes, corados sob o protocolo de Nissl (Fig. 14 A, B e C), igualmente se
relaciona com a analise comparativa feita inicialmente para esta zona cortical
(Fig. 12), onde foi constatado que os tipos somaticos mais frequentes foram o

ovalado e o piramidal alongado a partir da regiao medial, onde ocorre um
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crescimento na frequéncia desse tipo somatico aliada ao decréscimo na

frequéncia do tipo piramidal.

4.4. Analise da morfologia do soma neuronal encontrado no cortex dorsal

Sequindo o padrao encontrado no mapeamento anatémico das regides
corticais do encéfalo do Tropidurus hispidus, 0 proximo cortex a surgir € 0 cortex
dorsal. Tal regiao € objeto da principal teoria de homologia e evolugao do
neocortex de mamiferos (SANTOS, 2010). Foram analisados os tipos somaticos
neuronais encontrados ao longo de todas as regioes no cortex dorsal, para tornar
possivel comparar de acordo com a morfologia somatica essas regioes e

caracterizar o cortex dorsal do T. hispidus.

Analisando os resultados obtidos pela marcacao de Nissl para regiao
anterior desse cortex (Fig.15 B) observamos que as células de soma ovalado
sao significativamente mais frequentes (média 122,3 + 4,02), seguidas pelas de
soma piramidal alongado (média de 91,01 + 2,84) e as de soma piramidal (tipo
de soma menos encontrado) (com média igual a 6,92 + 0,46), havendo diferenca

entre todas elas (p< 0,0001).

Figura 15- A-Desenho esquematico mostrando as estruturas observadas com o cortex dorsal em destaque.
Seguido pelos grificos de neurdnios marcados com Nissl (colunas pretas) e DCX (colunas brancas) de cada
forma de soma celular encontrados nas regides do cortex dorsal. B- Grafico da regidao anterior do cortex
dorsal. C- Grifico da regido medial do cortex dorsal. D- Grifico da regido posterior do cortex dorsal. N=6,
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* e # p>0,001 Teste t, * indicam diferenga entre Nissl e DCX e # indicam diferenca entre os tipos de soma
neuronal.
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Estudando as ceélulas jovens geradas por neurogénese pos-natal
(marcadas por DCX), as células de soma piramidal alongado apresentaram o
valor médio maior (7,35 = 0,92) que as de soma ovalado (3,25 = 0,39), enquanto

gue as de soma piramidal permanecem com 0 menor valor médio (1,10 = 0,15)

com diferenca encontrada entre todas elas (p< 0,0001).

Na regiao medial (Fig.14 C), o estudo das células maduras revelou
valores medios encontrados para os tipos de soma ovalados (média 136,89 =
2,94), e piramidais alongados (média 132,5 + 2) proximos, sem diferenca entre
eles (p=0,218), embora a comparagao com as células de soma piramidal
apresente 0s mesmos resultados, se mantendo como tipo menos frequente

(média 6,4 = 0,36 e diferenca significativa, com p< 0,0001).
Analisando as células jovens, foram encontrados valores médios de

neurdnios de soma ovalado (3,68 + 0,34) soma piramidal alongado (7,53 = 0,65)
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(se mantiveram como tipo mais encontrado) e soma piramidal (0,99 +0,11), com

diferenca encontrada entre os valores (p< 0,0001).

Ja na regiao posterior (Fig.14 D), a média de neurdénios de soma
piramidal alongado encontrados € maior (média 199,32 + 5,344) que a
encontrada para os de soma ovalado (média 137,78 = 4,593), com diferenca (p<
0,0001), enquanto os neurdnios de soma piramidal se mantém como menos

frequente (média 5,94 + 0,2289, diferenca significativa com p< 0,0001).

Estudando as células jovens, notamos que 0 padrao visto nas regides
anteriores do cortex dorsal se conserva com valores medios de ovalados (média
2,06 = 0,24), piramidais alongados (média 4,79 = 0,59) e piramidais (média 0,63
+ 0,09), com diferenca entre eles (p< 0,0001). Quando comparados os valores
medios entre somas marcados com Nissl e DCX, todas as regioes dos cortex

dorsal apresentaram diferenca (p< 0,0001).

O cortex dorsal de répteis € alvo da principal teoria de evolucao do
neocortex de mamiferos (Fig. 16), sendo este considerado derivado da regiao
ventricular e do cortex dorsal ou somente do cortex dorsal (SANTOS, 2010).
Todavia analisando a morfologia do soma neuronal essas regioes se mostraram
bem diferentes, o neocortex dos mamiferos apresenta 6 camadas celulares bem
distintas e divididas, visto que cada camada recebe projecoes de diferentes
campos periféricos (BUTLER et al., 2005), enquanto que em todas as regides
corticais do lagarto estudado so6 foram encontradas 3 camadas celulares, duas
plexiformes (uma externa- anexa a pia-mater e uma interna- anexa aos
ventriculos) e entre elas, uma camada celular (Fig.17) e esse padrao s6 € bem

delineado entre o cortex medial e o dorsomedial.

Figura 16- A esquerda foto e desenho ilustrando as areas paliais encontradas no encéfalo de um

rato, retirada do livro Comparative vertebrate neuroanatomy, de Anna Butler e William Hodos
(pagina 502). A direita foto de um corte amostral e desenho esquematico, visando demonstrar
as estruturas comparadas nas homologias.
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Claustrum

Figura 17- Fotomicrografias das regides comparadas, a direita corte amostral do neocortex de mamiferos
destacando as 6 camadas celulares, figura retirada do livro Comparative vertebrate neuroanatomy , de
Anna Butler e William Hodos (pdgina 355), a esquerda foto do cortex dorsal de um corte amostral do acervo
desse projeto.

l-"_;:- | s -:1-'-?:-.::j ' ;;Hﬁ.‘_}
Cértex dorsal- Tropidurus hispidus Neocértex- Mamiferos

A primeira camada celular do neocdértex de mamiferos, chamada
molecular, € rica em axoénios; a segunda (granular externa) é povoada por
neurdnios granulares (soma ovalado); a terceira, conhecida como piramidal
externa, € rica em neurdnios piramidais; a quarta seria a granular interna, que
junto com a segunda camada formam o coértex granular; a quinta (piramidal
interna) e a sexta formada por neurénios multiformes (fusiformes de soma
alongado); sendo que a terceira e a quinta camada formam o cortex agranular
(BUTLER et al., 2005).

Quando comparamos 0s somas neuronais encontrados, sabe-se que
no neocortex de mamiferos existem duas camadas formadas por ceélulas
piramidais, a piramidal externa e a piramidal interna (BUTLER et al.,, 2005),
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enquanto em nosso trabalho neurénios com soma piramidal foram
significativamente menos frequentes comparados aos de soma ovalado e
piramidal alongado (a exemplo da regiao anterior do cortex dorsal, enquanto que
para neurénios de soma ovalados marcados com Nissl temos uma média 122,3
+4 02 e para os de soma piramidal tivemos meédia igual a 6,92 = 0,46), em todas
as regioes cerebrais estudadas do cortex dorsal (anterior, medial e posterior),

bem como das outras areas corticais.
4.4.1. Analise do padrao de migracao celular no cortex dorsal

O cortex dorsal ocupa a parte superior da regiao ventricular dorsal, se
posicionando acima do ventriculo e desse modo assim, como as duas areas
corticais citadas anteriormente, faz parte da rota de migracgao radial (PIMENTEL,
2014), para quantificar essa migracao avaliamos as frequéncias dos tipos
somaticos ao longo das regioes anterior, medial e posterior, tanto para 0s
neurdonios maduros, corados com Nissl, visando caracterizar o tipo somatico
mais frequente por regiao do cortex dorsal do T, hispidus, quanto para 0s
neurébnios jovens, marcados pela imunohistoquimica de DCX, para avaliar

quantitativamente a migracao.

Estudando as células de soma ovalado coradas com Nissl (Fig.18 A)
encontramos valores medios crescentes ao longo das regioes, na regiao anterior
a media encontrada foi de 122,3 £4,02, na regiao medial 136,9 £ 2,94 e naregiao
posterior 137,8 + 4,59. Houveram diferencas, quando comparadas as areas

anterior e medial (p=0,0031) e anterior e posterior (p=0,0129).

Figura 18- Comparacao quanto a forma do soma neural e a regiao do cortex dorsal avaliada. A e
D- Grafico das células de soma ovalado, coradas com Nissl (A) e imunohistoquimica de DCX
(D). B e E- Grafico das células de soma piramidal alongado, coradas segundo o protocolo de
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Nissl (B) e por imunohistoquimica de DCX (E). C e F- Grafico das células de soma piramidal,
Nissl em C e DCX em F. N=6, * representando diferenga significativa encontrada por Teste t.
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Ja para as células jovens (Fig.18 D), os valores médios foram proximos
entre as regidoes anterior e medial (3,25 +0,39 e 3,68 + 0,34, médias respectivas),
nao havendo diferenca entre eles (p=0,4155) e decrescente na regiao posterior,
com média 0,63 = 0,09, com diferenga encontrada quando comparada as outras
areas (p<0,0001).

O tipo somatico piramidal alongado apresentou valores médios maiores
gque 0s encontrados para o tipo ovalado, na analise das formas somaticas
corados com Nissl (Fig.18 B). Houve um crescimento entre as regioes, a anterior
com média 91,02 + 2,84, sequida pela medial, 132,5 = 2 e a posterior com média

iguala a 199,3 = 5,34, havendo diferenga entre todas elas (p<0,0001).

Todavia, a analise do mesmo tipo somatico, marcado por
imunohistoquimica de DCX (Fig.18 E), mostrou valores decrescentes entre as
regioes. Para anterior o valor médio de somas marcados foi 7,35 + 0,92, muito
proximo do valor obtido na analise da regiao medial, 7,53 = 0,65 (ndo havendo
diferenca entre elas, p=0,8679), reduzindo para 4,79 = 0,59 na regiao posterior,
que apresentou diferenga na comparacao com as duas outras regioes (anterior

e posterior, p=0,0182; medial e posterior, p=0,0031).

O tipo somatico piramidal apresentou as menores médias, em todas as

regioes e em ambas as marcagoes, confirmando nossos resultados de
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comparacao direta entre somas corados com Nissl e somas marcados por

imunohistoquimica de DCX no cértex dorsal.

Analisando os neurdnios de soma piramidal maduros (Nissl) (Fig.18 C),
encontramos valores aproximados para todas as regioes (anterior, 6,92 + 0,46;
medial, 6,4 + 0,36 e posterior, 5,94 + 0,22). Nao houve diferenca entre elas
quando comparadas as regioes anterior e medial (p=0,3696) entre as regioes

anterior e posterior (p=0,0504) e quando comparadas as regioes medial e

posterior o (p=0,3398).

Analisando os somas marcados por DCX (Fig.18 F), tivemos valores
decrescentes, sendo na regiao anterior a média encontrada foi de 1,1+ 0,15,
valor proximo ao encontrado para a regiao medial, 0,99 + 0,11, nao havendo
diferenca entre elas (p=0,5556) e média de 0,63 +0,09 na regiao posterior, com
diferenca significativa se comparado as demais regioes (com a anterior p=0,0072

e com a medial o p=0,018).

Os resultados obtidos na analise da evolugao de frequéncia somatica
demonstram um aumento da frequéncia de neurénios maduros de soma ovalado
e piramidal alongado ao longo das regides (Fig. 18 A e B) confirmam os dados
encontrados na analise anterior (Fig. 15) em que dos somas neuronais corados
com Nissl, os tipos somaticos ovalado e piramidal alongado se mostraram muito
mais frequentes que o tipo piramidal, demonstrando uma grande diferenca da
morfologia somatica encontrada no neocortex de mamiferos, tal resultado sugere
0os tipos somaticos neuronais caracteristicos do cortex dorsal no Tropidurus

hispidus sejam o ovalado e o piramidal alongado.

Ja na analise dos neurdnios jovens marcados por imunohistoquimica de
DCX, tivemos que o tipo somatico mais frequente foi o piramidal alongado,
apesar do decréscimo significativo entre as regides medial e posterior (Fig. 18
D, E e F), corroborando com o resultado da analise anterior (Fig. 15) em que 0s
tipos somaticos ovalados e piramidais apresentaram meédias de frequéncia

extremamente baixas.

Além disso a analise da frequéncia de neurdnios jovens ao longo das

regioes do cortex dorsal, revelam um decréscimo entre as regides medial e
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posterior para todos os tipos somaticos, confirmando que o cortex dorsal é rota

de passagem da migracao radial encontrada no estudo de Pimentel (2014).

4.5. Analise da morfologia somatica neuronal, encontrado no cortex lateral

No cortex lateral estudamos a estrutura celular encontrada apenas nas
regioes medial e posterior, tendo como base os resultados do nosso estudo de
area e perimetro das regioes corticais € nao corticais, onde observamos que 0
cortex lateral € o ultimo cortex a aparecer no telencéfalo desse animal, sendo
encontrado apenas a partir da regiao medial. Tal regiao cortical dos répteis é
comparada pelas teorias evolutivas, ao nucleo piriforme de mamiferos
(SANTQOS, 2010). Foram analisados 0s tipos somaticos neuronais encontrados
ao longo de todas as regidoes no cortex lateral, para tornar possivel comparar de
acordo com a morfologia somatica essas regioes e caracterizar o cortex lateral

do T. hispidus.

Analisando as células marcadas com Nissl, na regiao medial (Fig.19, B),
vimos que 0s neurénios de soma ovalado sao mais constantes (méedia 259,7 =
16,67) os de soma piramidal alongado ficaram abaixo (média 116,4 = 4,24) e 0s
neurbnios de soma piramidal permaneceram como tipo somatico menos
encontrado (média 4,428 + 0,34) a diferenca entre todos foi significativa (p<
0,0001).

Figura 19- Desenho esquemadtico mostrando as estruturas observadas com o cortex lateral em destaque.
Seguido pelos graficos de neurénios marcados com Nissl (colunas pretas) e DCX (colunas brancas) de cada
forma de soma celular encontrados nas regides do coértex lateral. B- Grifico da regido anterior do cortex
lateral. C- Grifico da regido medial do cértex lateral. D- Grafico da regido posterior do cortex lateral. N=6,
* e #p>0,0001 Teste t, * indicam diferenca entre Nissl e DCX e # indicam diferenca entre os tipos de soma

neuronal.
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Nos dados obtidos na imunohistoquimica de DCX, o tipo ovalado teve
meédia de 12,39 + 1,29, piramidais alongados 39,87 + 4,15 e piramidais 3,395 +
0,31 (p< 0,0001). A diferenca encontrada entre o0 tipo somatico piramidal

marcado com Nissl e o com DCX nessa regiao, nao foi significativa (p= 0,1304).

Na regiao posterior do cortex lateral (Fig.19 C), nas células marcadas
com Nissl houve um aumento na média dos neurdnios de soma piramidal
alongado (média 151,0 = 3,03) e manteve-se 0s neurdonios de soma ovalados
com média de 254,3 + 6,21 (muito proximo ao valor encontrado na regiao medial,
0 que mostra estabilidade desse tipo celular entre as regides) assim como o tipo
somatico piramidal que conservou o valor de média em 4,429 = 0,27, havendo

diferenca entre eles (p< 0,0001).

No cortex lateral, os valores medios de DCX, aumentaram em todas as
formas de soma neuronal. Na regiao posterior (Fig.19 C) encontramos o tipo
ovalado com meédia igual a 4 + 0,63, piramidais alongados, 13,5 + 3,77 e

piramidais, com média 1,41 = 0,31 (p< 0,0001) assim como a diferenca entre
piramidais Nissl e DCX dessa regiao (p= 0,0040).

O cortex lateral de répteis € comparado ao nucleo piriforme de
mamiferos (SANTOS, 2010), que se inicia no bulbo olfatorio, se estende até a
amigdala e inclui as regioes estriadas (BUTLER et al., 2005) regidoes mais
associadas a projecoes e nao a soma neural como visto nesse estudo (Fig. 19).
Diferente das outras regioes corticais por falta de dados na literatura acerca da
morfologia somatica neuronal encontrada no nucleo piriforme de mamiferos, a
comparacao entre essa regiao e o cortex lateral do Tropidurus hispidus foi feita
com base nas rotas de migracao que passam por essa regiao, o estudo de
Carvalho Pimentel (2014) tenha comprova a migracao celular radial seguindo
pelo cortex |lateral, direcionada para as superficies laterais do nucleo esférico e
complexo amigdaldide, mostrando que existe semelhanca entre as duas regioes

corticais consideradas homologas.

4.5.1. Analise do padrao de migracao celular no cortex lateral

O cortex lateral se posiciona proximo ao sulco lateral do ventriculo,

sendo assim como as outras areas corticais passagem para a migracao radial,
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que nesse caso se dirige para ao complexo amigdaloide e para o nucleo esférico
(PIMENTEL, 2014), para quantificar essa migracao avaliamos as frequéncias
dos tipos somaticos ao longo das regioes anterior, medial e posterior, tanto para
0S neurdénios maduros, corados com Nissl, visando caracterizar o tipo somatico
mais frequente por regiao do cortex lateral do T, hispidus, quanto para 0s

neuronios jovens, marcados pela imunohistoquimica de DCX, para avaliar

quantitativamente a migracao.

Para o tipo somatico ovalado corados com Nissl (Fig. 20 A), a média
encontrada na regiao medial foi 254,3 = 16,67, valor proximo ao encontrado para
a regiao posterior, 254,3 + 6,21, nao havendo diferenca entre elas (p= 0,7442).
Ja para as ceélulas jovens (Fig. 20 D), o valor meédio encontrado para as regioes
foi decrescente, para a regiao medial, (12,39 + 1,29), enquanto que na regiao

posterior a média foi de 4 + 0,63, havendo diferenca entre elas (p=0,0008).

Figura 20- Comparacao quanto a forma do soma neural e a regido do cortex lateral avaliada. A e D- Grafico
das células de soma ovalado, coradas com Nissl (A) e imunohistoquimica de DCX (D). B e E- Grifico das
células de soma piramidal alongado, coradas segundo o protocolo de Nissl (B) e por imunohistoquimica de
DCX (E). C e F- Grifico das células de soma piramidal, Nissl em C e DCX em F. N=6, * representando
diferenca significativa encontrada por Teste t.
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O tipo somatico piramidal alongado se mostrou crescente na coloragao
de Nissl (Fig. 20 B), com médias medial (116,4 + 4,24) e posterior (151 + 3,03),
havendo diferenca entre elas (p<0,0001). Todavia, quando analisados em DCX
(Fig. 20 E) os neurdnios de soma piramidal alongado encontrados no cortex

lateral decresceram ao longo das regioes. Para a medial, o valor encontrado foi
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de 39,87 +4,15 enquanto que para posterior, a media foi de 13,5 + 3,77, havendo

diferenca entre elas (p=0,0013).

Analisando o tipo somatico piramidal, os tipos somaticos corados com
Nissl (Fig. 20 C) tiveram valores aproximados e sem diferenca relevante entre as
regioes (medias: medial — 4,42 + 0,34 e posterior — 4,42 + 0,27, p=0,9981). Ja a
analise das ceélulas marcadas por DCX (Fig. 20 F) tiveram valores medios
distintos, mas decrescentes, a média encontrada para a regiao medial foi de 3,39
+ 0,31, enquanto que para a regiao posterior foi de 1,41 +0,31, com diferenca
(p=0,0017).

Os dados obtidos na analise da evolugao de frequéncia somatica de
neuronios maduros (corados com Nissl) demonstram um leve decréscimo na
frequéncia de neurdnios de soma ovalado e piramidal ao longo das regioes (Fig.
20 A e B) e um pequeno crescimento na frequéncia de neurénios de soma
piramidal alongado, confirmando os dados encontrados na analise anterior (Fig.
19) em que dos somas neuronais corados com Nissl, os tipos somaticos ovalado
e piramidal alongado se mostraram muito mais frequentes que o tipo piramidal.
Ainda a partir desse resultado é possivel sugerir que 0s tipos somaticos ovalado
e piramidal alongado representem a morfologia somatica neuronal caracteristica

do cortex lateral no Tropidurus hispidus.

Ja na analise dos neurdnios jovens marcados por imunohistoquimica de
DCX, tivemos que o tipo somatico mais frequente foi o piramidal alongado (Fig.
20 D, E e F), corroborando com o resultado da analise anterior (Fig. 19) em que
os tipos somaticos ovalados e piramidais apresentaram médias de frequéncia
extremamente baixas. Além disso essa analise demonstrou frequéncias
decrescentes entre as regioes medial e posterior em todos os tipos somaticos
analisados, confirmando a teoria de que as ceélulas jovens estao migrando para

outras regioes e nao se mantendo no cortex lateral.

4.6. Analise comparativa de todas as regides corticais

Para ratificar as analises anteriores, comparamos as regioes corticais

quanto ao tipo somatico neural encontrado e a marcacao utilizada. Para o tipo
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somatico ovalado, corado sob protocolo de Nissl (Fig.21 A), o cortex com maior
media encontrada foi o dorsomedial (367,1 + 2,17), sequido pelo cortex lateral
(256,8 + 8,24), cortex dorsal (133,3 = 2,17), por ultimo o cortex medial (130,4 +
1,79). Todas as comparacoes apresentaram diferenca significativa (p<0,0001),

com excecao da comparacao entre o cortex medial e o dorsal (p=0,3184).

Figura 21- Grificos comparando por drea cortical encontrada o tipo somdtico e a marcagao utilizada. A e
B- Grifico das células de soma ovalado, coradas com Nissl (A) e imunohistogquimica de DCX (B). C e D-
Grafico das células de soma piramidal alongado, coradas segundo o protocolo de Nissl (C) e por
imunohistoquimica de DCX (D). E e F- Grifico das células de soma piramidal, Nissl em E e DCX em F.
N=6, p<0,0001, * representando diferenca significativa encontrada por Teste t, e # representando que nao
houve diferenca significativa apenas entre as regides marcadas
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Fazendo a analise do mesmo tipo somatico, s6 que a marcacao de

celulas jovens (Fig. 21 B), o cortex que apresentou maior valor de média foi 0
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lateral, com 10,38 = 1,11, seguido pelo dorsomedial (3,67 + 0,3113) com valor
aproximado do encontrado para o cortex dorsal (3,055 + 0,19), nao havendo
diferenca entre eles (p=0,0767); o cortex com menor média encontrada foi o
medial (0,41 = 0,04). A comparacao entre todas as outras regidces se mostrou

significativa (p<0,0001).

Analisando as células de soma piramidal alongado, estas se mostraram
mais frequentes no cértex dorsal na coloracao de Nissl (Fig. 21 C), com média
141,6 = 2,58 sequido pelo cortex lateral (135,4 + 2,71); nao havendo diferenca
significativa entre eles (p=0,1376). Em sequéncia temos o cortex dorsomedial
(67,06 = 5,05) e por fim o cortex medial, com a menor média encontrada (19,96
+ 0,57). A diferenca nos valores encontradas para as demais regioes foi

significativa (p<0,0001).

As células jovens de soma piramidal alongado (Fig.21 D) foram mais
frequentes no cortex lateral (33,54 +3,64), com valor proximo ao encontrado para
o cortex dorsomedial (28,45 + 1,79), nao havendo diferenca entre eles
(p=0,1654). O cortex medial (8,49 + 0,41) foi seguido pelo dorsal (6,61 + 0,41),
havendo diferenca (p<0,0001), quando comparados 0s cortex medial e
dorsomedial, medial e lateral, dorsomedial e dorsal, e dorsal e lateral. A

comparacao entre o cortex medial e o dorsal teve p=0,0017.

Para o tipo somatico piramidal, os valores médios encontrados foram
bem distintos para ambas as marcagoes. Em Nissl (Fig.21 E), o cortex medial
apresentou a maior média (105,5 = 2,33), sequido pelo dorsomedial (32,56 +
1,91), dorsal (6,40 £ 0,21) e lateral (4,42 + 0,21). Houve diferenca entre todas as

comparacoes corticais (p<0,0001).

O mesmo foi visto nas células marcadas com DCX (Fig.21 F), com o
cortex medial com maior média encontrada (15,65 = 0,57), cortex lateral (2,92 +
0,27) dorsomedial (1,48 + 0,11) e por ultimo o cortex dorsal (0,9 + 0,06). A
diferenca entre as areas corticais estudas para essa marcacgao no tipo somatico

piramidal também foi significativa (p<0,0001).

Os dados referentes as células jovens, geradas por neurogénese pos-
natal (marcadas por DCX), para todas as regioes teve valores meédios de
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frequéncia significativamente menores que os vistos nos neurénios de periodo
embrionario (corados com Nissl), justificado pelo fato de que a
imunohistoquimica de DCX marca somente as células formadas no exato

momento da morte do animal.

Os valores encontrados com essa marcacao para todas regioes corticais
demonstraram que a maior média encontrada, apesar de baixa &€ sempre a dos
neurénios de soma piramidal alongado (resultado encontrado na analise das
regioes corticais dorsomedial, dorsal e lateral) ou piramidal (visto no cortex
medial). Sugerindo maior neurogénse pos-natal destes tipos somaticos
neuronais em lagarto Tropidurus hispidus. Tal analise traz pela primeira vez uma
caracterizacao numerica baseada na frequéncia e morfologia do soma neuronal
tendo em vista que nos estudos anteriores (MARCHIORO et al., 2012;
MARCHIORO et al., 2005; LIMA et al.,, 2017 & PIMENTEL,2014) acerca da
neurogénese pos-natal desse animal tinham como base marcadores que

permitiam caracterizar 0 neurdénio de acordo com suas projecoes.

Ja 0s neurdnios maduros (corados sob protocolo de Nissl) iniciaram
seguindo um ranking de ovalados, piramidais e piramidais alongados em todas
as regioes do cortex medial até a porgcao anterior do cortex dorsomedial a partir
desse ponto o tipo somatico piramidal alongado supera em frequéncia o tipo
piramidal e permanece assim até a regiao posterior do cortex lateral, com
excecao apenas da regiao posterior do cortex dorsal onde piramidais alongados
superam o tipo somatico ovalado. Assim como na analise de neurénios jovens
esse estudo € o primeiro a caracterizar quantitativamente os tipos somaticos
mais frequentes, considerados caracteristicos de cada regiao tendo como base
a morfologia somatica. Os estudos anteriores que caracterizam os tipos celulares
encontrados nas regioes corticais do Tropidurus hispidus, tém como base
também as projecoes neuronais (PIMENTEL et al.,, 2010; SANTQOS, 2010 &
SANTOS, 2016).

5. CONCLUSAO
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e« Na analise anatbmica, nossos resultados afirmam uma maior
estabilidade das regioes corticais e maiores oscilagoes de area e
perimetro nas regidoes nao corticais, tendo em vista que a delas maioria
sao areas de transicao.

e Na analise da morfologia somatica neuronal corada com Nissl os tipos
somaticos mais frequentes foram ovalado e piramidal alongado.
Enquanto que as células jovens foram mais frequentes de somas
piramidal alongado e piramidal.

e Foi encontrado um decréscimo suave ao longo das regidoes anterior,
medial e posterior na analise das células jovens, comprovando a
migracao celular.

e Comparando de acordo com morfologia somatica neuronal as regioes
corticais do T. hispidus e as regioes homaologas de mamiferos:

v' O cortex medial do T. hispidus apresentou semelhancas com o
giro denteado de mamiferos.

v' O cortex dorsomedial do T. hispidus apresentou diferencas da
area 3 do corno de Ammon de mamiferos.

v O cortex dorsal do T. hispidus apresentou diferencas do
neocortex de mamiferos.

v' O cortex lateral T. hispidus € rota de migracao celular dirigida
para as mesmas regioes que o nucleo piriforme de mamiferos

emite projecoes.
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