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Resumo

Introdugdo. A neurogénese no neocdrtex de primatas é um campo de estudo a ser
desvendado. Autores sugerem que novos neurOnios provenientes da zona subventricular
(SVZ) sao adicionados em 4reas corticais com fungdes cognitivas e associativas, mas ndo em areas sensoriais
primarias. Objetivos. Investigar a neurogénese em amostras de cérebro de primatas da
espécie macaco-prego (Sapajus apella) imunomarcadas com o anticorpo anti-DCX. Analisar
qualitativa e quantitativamente a imunomarcagdo encontrada em diferentes regides do
encéfalo deste primata. Descrever as areas com o maior nimero de células DCX positivas e
relacionar esses achados com suas respectivas fungdes. Método. O estudo utilizou laminas
contendo seccdes coronais de cérebros de S. apella imunomarcadas com anticorpo anti-DCX.
As laminas foram analisadas utilizando microscopio Optico binocular. Locais onde a imunomarcagdo para anti-
DCX foi positiva foram fotografadas e as células foram contadas. Realizou-se estatistica
descritiva dos dados obtidos. Resultados. Analisou-se 22 laminas em microscopia oética, das
guais somente 5 possuiam células DCX positivas. Verificou-se 153 células DCX positivas. Foram
identificados neuroblastos com morfologias distintas em diferentes regides do encéfalo desse
primata. A regido subventricular foi a regido onde foram encontradas a maior quantidade
de neuroblastos. Foram encontrados neuroblastos também na regido cortical, subcortical, no
Estriado e no terceiro ventriculo. Conclusdao. Células DCX positivas foram encontradas na
regido periventricular do ventriculo lateral e do terceiro ventriculo, como também na regido
cortical, subcortical e no estriado. A presenca de tais células reforca a existéncia ja descrita
de uma corrente migratoria rostral, como também da capacidade de interconexdo entre areas
corticais presentes em primatas.
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Abstract

Introduction. Neurogenesis in the primate neocortex is a field of study to be unveiled.
Authors suggest that new neurons from subventricular zone (SVZ) are added in cortical areas
with cognitive and associative functions, but not in primary sensory areas. Objectives. To
investigate neurogenesis in brain samples from primates of the capuchin monkey (Sapajus
apella) species immunostained with the anti-DCX antibody. To analyze qualitative and
quantitatively the immunostaining using anti-DCX antibody in the different regions of the brain
of this primate. To describe the areas with the highest number of DCX positive cells and relate
these findings to their respective functions. Method. The study used slides containing coronal
sections of S. apella brains, which were immunostained with anti-DCX antibody. The slides
were analyzed using a binocular optical microscope. Sites where DCX immunostaining was
positive were photographed and cells were counted. Results. 22 slides were analyzed under
optical microscopy, of which only 5 had DCX positive cells. 153 DCX positive cells were found.



Neuroblasts with different morphologies were identified in the different regions of the primate’s
brain. The subventricular region was the location where the greatest number of neuroblasts
were found. Neuroblasts were found in the cortical, subcortical region, in the striatum and in
the third ventricle. Conclusions. DCX positive cells were found in the periventricular region
of the lateral ventricle and the third ventricle, as well as in the cortical, subcortical region and
striatum. The presence of such cells reinforces the already described existence of a rostral
migratory current, as well as the capacity for interconnection between cortical areas present
in primates.
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Resumen

Introduccién. La neurogénesis en la neocorteza de primates es un campo de estudio por
desvelar. Los autores sugieren que se agregan nuevas neuronas de zona subventricular
(SVZ) en areas corticales con funciones cognitivas y asociativas, pero no en areas sensoriales
primarias. Objetivo. Investigar la neurogénesis en muestras de cerebro de primates de la
especie mono capuchino (Sapajus apella) inmunotefiidas con el anticuerpo anti-DCX. Analizar
cualitativa y cuantitativamente la inmunotincién encontrada usando el anticuerpo anti-DCX en
diferentes regiones del cerebro de este primate. Describa las areas con el mayor niumero de
células positivas a DCX y relacione estos hallazgos con sus respectivas funciones. Método.
el estudio utilizd portaobjetos que contenian cortes coronales de cerebros de S. apella, que
fueron inmunotefiidos con anticuerpo anti-DCX. Los portaobjetos se analizaron utilizando
un microscopio optico binocular. Se fotografiaron los sitios en los que la inmunotincién con
DCX fue positiva y se contaron las células. Resultados. Se analizaron 22 portaobjetos bajo
microscopia Optica, de los cuales solo 5 tenian células DCX positivas. Se encontraron 153
células positivas a DCX. Se identificaron neuroblastos con diferentes morfologias en las
diferentes regiones del cerebro de los primates. La region subventricular fue el lugar donde se
encontrd la mayor cantidad de neuroblastos. Se encontraron neuroblastos en la region cortical,
subcortical, en el estriado y en el tercer ventriculo. Conclusiones. se encontraron células DCX
positivas en la region periventricular del ventriculo lateral y el tercer ventriculo, asi como en
las regiones cortical, subcortical y estriatal. La presencia de tales células refuerza la existencia
ya descrita de una corriente migratoria rostral, asi como la capacidad de interconexion entre
areas corticales presentes en primates.
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INTRODUCAO

Em década anteriores, a ideia de geracao de novos neu-
ronios no cérebro de mamiferos era inconcebivelt. Todavia,
artigos publicados na década de 1960 por Joseph Altman
romperam com esse dogma a partir da obtencao de evidén-
cias experimentais de neurogénese no cérebro de mamife-

ros utilizando timidina tritiada como marcador mitdticoz*. Os
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estudos de Altman nao foram facilmente aceitos pela comu-
nidade cientifica devido a inexisténcia de marcadores espe-
cificos que permitissem a diferenciacao precisa entre neuro-
nios e células gliais. Assim, apenas na década de 1990 esses

achados foram confirmados de maneira inquestionavel®.

Atualmente, é estabelecido que existam dois principais
centros de neurogénese no encéfalo de mamiferos adultos:
(i) a zona subventricular (SVZ); (ii) a zona subgranular do
giro denteado do hipocampo (SGZ)®¢. Experimentos realiza-
dos em roedores tém demonstrado que apds lesdo no sis-
tema nervoso central (SNC) ocorre um aumento da neuro-
génese nas zonas neurogénicas, migracao de neuroblastos
para as areas afetadas e diferenciacdao de neurbnios imatu-
ros em neurdnios maduros a fim de substituir parcialmente

neurdnios perdidos’-°.

Nao obstante, em primatas a ideia que ainda perdura é
a de um neocértex estruturalmente imutavel onde a forma-
cao de novas sinapses ocorreria apenas durante o desenvol-
vimento!%!l, Outros autores sugerem que novos neurdnios
provenientes da SVZ sdo adicionados em areas corticais com
funcOes cognitivas e associativas, tais como os cortices pré-
-frontal, temporal inferior e parietal posterior, mas nao em
areas sensoriais primarias®'213, A despeito disso, a questao
da neurogénese no neocortex de primatas e o papel que es-
tes novos neurdnios desempenham tanto em situacdo fisio-
l6gica normal quanto em eventos patoldgicos ainda ndo estd
totalmente esclarecida sendo, portanto, um campo de estu-

do a ser desvendado?14.15,
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A proteina de migracdao neuronal duplecortina (DCX),
também conhecida como doublina ou lissencefalina-X, € uma
proteina expressa por células precursoras neuronais e neu-
ronios imaturos tanto no estagio embrionario quanto na fase
adulta. Esta proteina comeca a ser expressa por células pre-
cursoras neuronais durante a divisdo mitdtica e suas células-
-filhas continuam a expressar DCX por 2 a 3 semanas apos
a divisdo. A medida que as células precursoras se tornam
neurdonios maduros, a expressao de DCX é inibida e as célu-
las passam a expressar NeuN — um marcador de neurdnios
maduros!®t’, A proteina DCX encontra-se associada a mi-
crotUbulos e exerce um papel na motilidade celular, sendo
necessaria para migracao dos neuroblastos durante o desen-

volvimento do cortex cerebralld 9,

Apesar do “padrdo-ouro” na medicao da neurogénese
ser a marcacao com BrdU - um analogo da timidina, a mar-
cacao da proteina DCX também tem sido utilizada como um
marcador em estudos de neurogénese que buscam identifi-

car neurdnios que apresentam morfologia imatura®®-2:,

A marcacao da proteina DCX se mostrou eficaz e confia-
vel tanto para avaliar o nUmero absoluto quanto o crescimento
dendritico de novos neurdnios??, sendo util na diferenciacao
entre neurdnios maduros e imaturos, assim como, na avalia-
cao do potencial proliferativo dos neuroblastos, quando ana-
lisado em conjunto com marcadores de proteinas NeuN e

BrdU, respectivamente?324,

Por fim, é importante destacar que diferente das téc-

nicas convencionais, a analise da neurogénese através da
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deteccdo de DCX ndo requer marcacao in vivo de células em
proliferacdo, facilitando novos estudos acerca da neurogéne-

se em condicdes normais e patoldgicas®.

A presenca de caracteristicas fisiologicamente seme-
lhantes entre humanos e outros mamiferos, principalmente
em primatas corrobora a realizacdo de novas abordagens celulares e/ou
moleculares que possam levar a resultados significativos e
que sejam trasladados para humanos a partir de estudos
realizados em primatas. Um mecanismo molecular que ainda
nao esta totalmente esclarecido é a neurogénese no neocor-
tex de primatas e o papel que os novos neurodnios resultan-
tes desse processo desempenham. Deste modo, o presente
estudo teve como objetivo evidenciar a neurogénese no neo-
cortex do primata macaco-prego (Sapajus apella) a partir
da quantificacdo de células que expressam DCX, a medida
gue tal marcador se manifesta em células progenitoras em
proliferacdo e em neuroblastos recém-gerados contribuindo,
assim, para um maior entendimento desse processo, nao
sendo avaliados outras caracteristicas estruturais, ou outros

marcadores de neurogénese.

METODO

Amostras e aspectos éticos

Para o presente estudo utilizou-se 32 laminas contendo
seccoes coronais de 30 um de cérebros de Sapajus apella (lo-
bos frontal, parietal e occipital). Esse material foi provenien-
te do estudo de doutoramento intitulado “Efeito terapéutico
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do transplante de células tronco humanas sobre parkinsonis-
mo induzido por MPTP em primatas Sapajus apella” (APRO-
VACAO CEUA/IEC n°® 029/2011), gentilmente doado para ser
utilizado no presente estudo. Utilizou-se as amostras pro-
venientes dos animais do Grupo Controle - animais sauda-
veis submetidos apenas a injecdes de solugdo salina estéril
(n=5). Para tanto, obteve-se aprovacao junto ao CEUA/IEC
(Certificado n© 24/2019). Apds o processamento do material
para imunohistoquimica, as seccoes foram imunomarcadas
com anticorpo anti-DCX (1:400; Abcam - ab18723), secas a
temperatura ambiente por 24 horas e desidratadas em solu-
coes de alcool etilico em diferentes concentragdes: 1x70%,
1x80%, 1x95%, 2x100% por dois minutos em cada frasco.
Em seguida, foram diafanizadas em xilol absoluto (xilol 1
e Xilol 2) por 3 minutos em cada frasco e, posteriormente,
montadas em laminas sobrepostas por laminulas aderidas
com ENTELLAN®.

Analise qualitativa e quantitativa

Todas as laminas foram observadas com auxilio de um
microscopio 6éptico binocular Zeiss (modelo Imager.Z1 aco-
plado ao sistema de captura de imagem AxioCam 512 color).
Os campos com células DCX positivas (DCX*) foram captura-
das pelo sistema de fotomicrografia em objetiva de 40x para
quantificacdo dessas células utilizando o programa publico
Imagel]®. Neuroblastos foram identificados como neurénios

imaturos com base na morfologia apresentada pelas células.
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Analise estatistica

A estatistica foi realizada com o uso do programa BioEs-
tat 5.0 aplicando-se analise estatistica descritiva para ava-
liar os achados quantitativos de células DCX* nas diferentes
regioes encefalicas estudadas, apresentando-os na forma de

média e desvio padrao.

RESULTADOS

Células DCX* foram encontradas no cérebro do primata
Sapajus apella. O numero total de células DCX* foi de 153
(36,6+9,97 células). Foram identificados neuroblastos marca-
dos com o anticorpo anti-DCX com morfologias distintas, eviden-
ciando a diferenca entre os processos migratérios nas diferentes

regioes investigadas do encéfalo desse primata (Figura 1).
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Figura 1. Morfologias distintas de células DCX positivas. (A) Neocortex; (B) Coroa radiada;
(C) e (D) Estriado. Notar que em todas as regides exigem células tanto com formato alon-
gado como com ramificacdes (duas ou mais). Escala = 20 um (A e B) e 50 um (C e D).

Rev Neurocienc 2022;30:1-14.



A regiao subventricular foi o local onde a maior quan-
tidade de neuroblastos foi evidenciada (52,66%5,03 células).
Além disso, foram observadas células DCX positivas com
morfologia de neuroblastos em distintas regides do cérebro
do Sapajus apella - regiao cortical, subcortical, no estriado e
proximo ao terceiro ventriculo (Figura 2).

Figura 2. Imunomarcacgao de células DCX positivas em distintas regides do cérebro

do Sapajus apella. (A) Regido cortical, (B) Estriado e (C) Terceiro ventriculo. Escala
= 50 um.
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DISCUSSAO

No presente estudo foram identificados tipos morfologi-
cos distintos de células marcadas com o anticorpo anti-DCX.
A expressao de doublecortina esta associada a plasticidade
estrutural e as alteragées morfologicas relacionadas a migra-
cao, orientacao axonal e brotamento de dendritos!®. Estu-
dos explicam as mudancas na morfologia dos neuroblastos
durante sua trajetdria migratéria a medida que esses saem
do seu ciclo celular como células bipolares simples, tornan-
do-se células multipolares quando saem da zona ventricular
e, novamente, células bipolares assim que progridem para a

regiao cortical?®?7,

Outrossim, a zona subventricular do ventriculo lateral
é considerada um dos principais centros de neurogénese no
cérebro de mamiferos adultos, pois essa regiao faz parte da
corrente migratoria rostral, referente ao fluxo migratério das
células neurais em direcao ao bulbo olfativo®!12%27, No pre-
sente estudo, uma grande quantidade de neuroblastos mi-
gratérios foram identificados nessa regido (Figura 1B).

Além disso, os resultados evidenciaram a presenca de
neuroblastos tanto em regides corticais como em regiées sub-
corticais (Figura 2). Tal evidéncia sugere que essa distribui-
cao celular esta relacionada com a maior capacidade que
os primatas e humanos tém em elaborar interconectividades
entre estruturas corticais!>?’, tendo tal fato uma estreita re-
lacdo com o aumento gradual do cérebro dos mamiferos, em

particular, do cortex cerebral nessas espécies?®2°,
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Como ja descrito em outros estudos, a presenca de célu-
las DCX na regiao entre o estriado e o corpo caloso (Figura 2)
decorre do fato dessa area fazer parte da corrente migratéria
rostral no prosencéfalo de primatas, como exposto por Wang
(2011) que detalhou a trajetdria da corrente migratéria ros-
tral no cérebro de macacos Rhesus adultos - no qual as célu-
las migratdrias sob o nlcleo caudado atravessam o rostro do
corpo caloso, seguindo para entrar no nucleo olfativo anterior
e, por fim, migrando para o bulbo olfatério3°3t, Nesse senti-
do, o presente estudo demonstrou a presenca dessas células

também no cérebro de macacos-prego (Sapajus apella).

O estudo observou ainda a presenca de células proxi-
mas ao terceiro ventriculo, regido encefalica na qual estdo
presentes o talamo e o hipotalamo. Em ratos, ja foram de-
monstradas uma terceira area neurogénica nesse segmen-
to®, no entanto, a integracao funcional e o destino final des-
ses neuroblastos nascidos nessa regido ainda nao esta clara
como nos dois sitios neurogénicos candnicos!!2932-34 |ogo, a
funcionalidade de tais células no encéfalo do primata anali-

sado nesse estudo ainda é obscura.

CONCLUSOES

Células DCX* foram encontradas tanto na regidao peri-
ventricular do ventriculo lateral e terceiro ventriculo, como
também na regiao cortical, subcortical e estriado. A presenca
de tais células ratifica a existéncia, ja descrita, de uma cor-
rente migratdria rostral no cérebro do primata Sapajus apella,

como da capacidade de interconexao entre areas corticais

Rev Neurocienc 2022;30:1-14.
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em primatas. Neste contexto, novos estudos sdao necessarios
para elucidar as fungdes dos neuroblastos evidenciados nas

regioes préximas ao terceiro ventriculo.
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