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RESUMO

O CART (Cocaine-and Amphetamine-Regulated Transcript) € um peptideo
sintetizado por neurénios situados em diferentes regides do Sistema Nervoso e
colocalizado com outros neurotransmissores e peptideos, de forma a se envolver em
multiplos processos bioldgicos incluindo abuso de drogas como cocaina, regulagéo
sensorio-motora, memoria, comportamento alimentar, ansiedade e resposta ao
estresse. Estudos de nosso grupo de pesquisa sugerem uma nova fungdo na
regulagdo da proliferagdo de neurbnios da regido periventricular durante a idade
adulta. Para melhor fundamentar este papel, e principalmente se este envolve
alteragcdes na morfologia de neurbnios pertencentes a essa regido, esse trabalho
tem por objetivo estudar os espinhos dendriticos dos neurdnios nos nucleos
accumbens e caudado-putame apés a administracdo do peptideo CART. Para isso,
utilizamos oito camundongos (Mus musculus) que receberam a administragao
continua por sete dias do peptideo CART, ou salina estéril, além de um grupo
controle negativo. Passado o periodo pos-cirurgico, os animais foram anestesiados e
eutanasiados para remocgado de seus encéfalos, os quais foram impregnados pelo
método de Golgi-Cox para visualizagdo da morfologia dendritica neuronal.
Sequencialmente os encéfalos foram seccionados em vibratomo e os cortes
montados em laminas histologicas. Com auxilio do software Image-J Fiji,
quantificamos o padrao de comprimento e area nas ramificacbes dendriticas e
classificamos os espinhos encontrados. Verificamos que o grupo que recebeu o
peptideo CART possui uma quantidade maior de espinhos dendriticos em relacéo ao
controle salina e controle negativo, considerando o nucleo accumbens e o nucleo
caudado-putame. Além disso, em ambos o0s nucleos tém ocorrido uma maior
incidéncia de subtipos de espinhos, Espesso. As medidas morfolégicas como
comprimento e area dos espinhos dendriticos do grupo CART apresentaram médias
significativamente menores (*** p < 0.001) em comparagdo ao grupo controle
negativo no nucleo accumbens e caudado-putame, enquanto que, nos dendritos
mostraram meédias significativamente maiores (*** p < 0.001). Desse modo, as
alteragcdes morfologicas encontradas no subtipo Espesso do grupo CART em
comparagao ao grupo Controle Negativo, sugerem o envolvimento do peptideo
CART em conjunto com os demais neurotransmissores e neuropeptideos no
processo de transmissdo sinaptica de forma mais rapida e concentrada no eixo
dendritico de neurénios estriatais nas regides estudadas, indicando sua participagao
na neuroplasticidade.

Palavras-chave: nucleo accumbens; nucleo caudado; putame;
neuroplasticidade; Golgi-Cox.



ABSTRACT

The CART (Cocaine-and Amphetamine-Regulated Transcript) is a peptide
synthesized by neurons located in different regions of the nervous system and
colocalized with other neurotransmitters and peptides to be involved in multiple
biological processes including drug abuse such as cocaine, sensorimotor regulation,
memory, eating behavior, anxiety and stress response. Studies by our research
group suggest a new role in regulating the proliferation of neurons in the
periventricular region during adulthood. To better substantiate this role, and
especially whether it involves changes in the morphology of neurons belonging to this
region, this work aims to study the dendritic spines of neurons in the accumbens and
caudate-putamen nuclei after administration of the CART peptide. To do this, we
used eight mice (Mus musculus) that received continuous administration of the CART
peptide or sterile saline for seven days, as well as a negative control group. After the
post-surgical period, the animals were anesthetized and euthanized to remove their
brains, which were impregnated using the Golgi-Cox method to visualize neuronal
dendritic morphology. The brains were then sectioned using a vibratome and the
sections were mounted on histological slides. Using Image-J Fiji software, we
quantified the pattern of length and area in the dendritic branches and classified the
spines found. We found that the group receiving the CART peptide had a greater
number of dendritic spines than the saline control and negative control, considering
the nucleus accumbens and the caudate-putamen nucleus. In addition, in both
nuclei, there has been a higher incidence of the Thick subtype of spines.
Morphological measurements such as length and area of the dendritic spines in the
CART group showed significantly lower means (*** p < 0.001) compared to the
negative control group in the nucleus accumbens and caudate-putamen, while in the
dendrites they showed significantly higher means (*** p < 0.001). Thus, the
morphological changes found in the Thick subtype of the CART group compared to
the Negative Control group suggest the involvement of the CART peptide together
with other neurotransmitters and neuropeptides in the process of synaptic
transmission in a faster and more concentrated way in the dendritic axis of striatal
neurons in the regions studied, indicating its participation in neuroplasticity.

Keywords: nucleus accumbens; caudate nucleus; putamen; neuroplasticity; Golgi-
Cox.
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1. INTRODUGAO

O CART (Cocaine-and Amphetamine-Regulated Transcript) € um peptideo
produzido por neurbnios que se distribuem em diferentes nucleos do Sistema
Nervoso Central (SNC) e assim, relacionam-se a multiplos processos bioldgicos,
como aprendizagem e memoria, resposta ao estresse, neuroprotecao, controle da
alimentacao, recompensa, reforco, comportamento e processamento
somatossensorial (AHMADIAN-MOGHADAM; SADAT-SHIRAZI; ZARRINDAST,
2018; DOUGLASS; MCKINZIE; COUCEYRO, 1995; ROGGE; JONES; HUBERT; LIN
et al., 2008).

O histdérico de sua descoberta pode ser considerado com inicio em 1981,
quando um fragmento peptidico de fungdo desconhecida foi isolado a partir de um
extrato do hipotdlamo de ovinos. Quatorze anos mais tarde, utilizando uma técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), Douglas et al. (1995) fizeram um
mapeamento dos niveis de mRNA no estriado de ratos apds administracdo aguda de
estimulantes psicomotores, como cocaina e anfetamina. Esta sequéncia de mRNA
correspondia parcialmente ao peptideo de ovino supracitado, e descrito por Spiess
et al. (1981). Devido ao aumento muito expressivo em uma banda em decorréncia
da administracdo da cocaina e anfetamina, Douglas et al. (1995) chamaram-na de
'transcrito regulado por cocaina e anfetamina' (CART) e mapearam sua distribuicao
dentre os nucleos encefalicos. Em 1999, Thim et al. extrairam peptideos CART de
tecidos de rato, sequenciaram e mostraram dois peptideos CART diferentes que
estavam presentes, CART 55-102 e CART 62-102 (AHMADIAN-MOGHADAM,;
SADAT-SHIRAZI; ZARRINDAST, 2018; DOUGLASS; MCKINZIE; COUCEYRO,
1995; SPIESS; VILLARREAL; VALE, 1981; THIM; KRISTENSEN; NIELSEN; WULFF
et al., 1999).

Estudos post-mortem em cérebros de vitimas de overdose por cocaina
demonstraram uma elevacgao dos niveis de expressao de peptideo CART no nucleo
accumbens (ALBERTSON; PRUETZ; SCHMIDT; KUHN et al., 2004). Outros estudos
sugerem que os peptideos CART sao moduladores das acgdes de drogas
psicoestimulantes: a co-administracdo do peptideo CART com dopamina ou cocaina
no nucleo accumbens leva a uma atenuagao da locomocédo em ratos - a qual nao
ocorre quando CART €& administrado isoladamente (JAWORSKI; KOZEL; PHILPOT;
KUHAR, 2003).
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O nucleo accumbens € um exemplo das regides densamente inervadas por
axonios imunorreativos (ir) ao CART. Trata-se de um componente do estriado, o qual
€ uma regido ampla do cérebro que se distingue em compartimentos dorsal e
ventral, cada qual contendo nucleos cerebrais proprios e células neurais com
funcgdes distintas, que abrangem desde o controle motor, como também o grau de
recompensa de um estimulo viciante e a proliferacido de precursores neuronais. No
estriado dorsal, encontramos 0s nucleos caudado e putame, e no estriado ventral,
observa-se como principal componente o nucleo accumbens, além do tubérculo
olfatério e nucleo piriforme (HALL; GUYTON, 2011; 2021; KANDEL; SCHWARTZ,
2012). De modo geral, o estriado dorsal se localiza lateralmente ao ventriculo lateral,
enquanto o estriado ventral esta ventralmente ao ventriculo lateral.

Pelo padréao de inervagao estabelecido por axénios ir-CART ao longo do
ventriculo lateral, sugere-se um papel regulador do nicho neurogénico adulto ali
localizado (ZARUGNER, 2020). Isso corrobora com os estudos realizados por Liu et
al. (2016) para tratamento pés-AVC com peptideo CART em camundongos, onde foi
observado aumento na reorganizagcdo neuronal em volta da regido lesionada e
recuperagao da fungao neuroldgica no cérebro apés um acidente vascular cerebral
(AVC), observando-se aumento da angiogénese e fatores de crescimento (FONT;
ARBOIX; KRUPINSKI, 2010; LIU; SHEN; LUO; HOFFER et al., 2016; LUO; SHEN;
LIU; YU et al., 2013).

Sabe-se que a resposta a estimulos de drogas de abuso, mas também
adaptagdes neuronais associadas a experiéncia e aprendizagem e outros fatores
que se relacionam funcionalmente ao CART favorecem a plasticidade neural. E este
contexto abre a oportunidade de investigar uma possivel reorganizagdo neural
observada apds a administracdo do neuropeptideo CART que envolva o brotamento
de espinhos dendriticos em neurbnios situados em areas cerebrais de inervagcao
pelo CART, como os nucleos accumbens e caudado-putame. Embora o peptideo
CART seja amplamente estudado, ainda ndo esta completamente elucidada a sua
influéncia na regulagdo da plasticidade neural, envolvendo estritamente a alteragéo
morfolégica neuronal. E nesse campo que o presente estudo pretende contribuir,
fornecendo dados de aspectos morfoquantitativos sobre padronizagcao dos espinhos

dendriticos estriatais apds a administragao in vivo do peptideo CART.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Estudar a morfologia dos espinhos dendriticos de neurdnios estriatais apos a

administracao in vivo do peptideo CART.

2.2 Objetivos especificos

e Quantificar o padrao de comprimento e area dos espinhos dendriticos e
dendritos de neurdnios dos nucleos accumbens e caudado-putame;
e Classificar e quantificar os tipos morfolégicos de espinhos dendriticos

encontrados nas regioes estudadas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 O peptideo CART: descoberta, mapeamento e fungoes

Apods estudos realizados por Douglas et. al na descoberta do mRNA do
peptideo CART, em 1999, Thim et. al extrairam peptideos CART de tecidos de rato,
sequenciaram e mostraram que o pro-CART resultava em pelo menos dois
peptideos CART ativos (DOUGLASS; MCKINZIE; COUCEYRO, 1995; ROGGE;
JONES; HUBERT; LIN et al., 2008; THIM; KRISTENSEN; NIELSEN; WULFF et al.,
1999). A péds-traducdo dos precursores CART resulta na forma longa (102
aminodacidos) ou curta (89 aminoacidos) do pro-CART, apresentando as formas
ativas do CART: camundongos e ratos CART (55-102) e CART(62-102), sendo que
CART(49-89) e CART(42-89) também sado expressas. No entanto, apenas as
formas mais curtas sdo expressas em humanos (AHMADIAN-MOGHADAM; SADAT-
SHIRAZI; ZARRINDAST, 2018; ROGGE; JONES; HUBERT; LIN et al., 2008; STEIN;
STEINER; DEY, 2006).

O gene CART humano se estende por aproximadamente 2,0 kb (Kilobases) e
foi mapeado no cromossomo 5q13-q14. Compreende uma regido promotora de
aproximadamente 340 nucleotideos, dois introns e trés exons (AHMADIAN-
MOGHADAM; SADAT-SHIRAZI; ZARRINDAST, 2018). O CART é evolutivamente
conservado entre as espécies, pois as sequéncias de genes humanos e de rato
compartilham 91% de identidade de nucleotideos em suas regiées de codificagéo, e
as sequéncias da regiao de codificagdo nos genes de rato e camundongo sao 98%
idénticas. E importante ressaltar que a alta similaridade entre as sequéncias de
nucleotideos de rato e humano leva a 95% de identidade de aminoacidos entre os
neuropeptideos ativos (AHMADIAN-MOGHADAM; SADAT-SHIRAZI; ZARRINDAST,
2018; ROGGE; JONES; HUBERT,; LIN et al., 2008). No entanto, a expressao do
gene CART é regulada por varios fatores de transcricdo e vias de sinalizagao,
incluindo o elemento de ligagéo a resposta do AMPc (DOMINGUEZ; KUHAR, 2004).

Varios estudos sobre a sinalizagdo celular induzida pelo peptideo CART
demonstraram a ativacado de pelo menos trés mecanismos de sinalizacdo mediados
por receptores acoplados a proteina G: a) como inibidor da proteina G inibitoria; b)
no aumento da fosforilagdo da proteina de ligagéo ao elemento de resposta do AMP

ciclico (CREB) nos nucleos de neurbénios do horménio liberador de corticotropina
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(CRH); e c) no aumento da fosforilagdo da quinase regulada por sinal extracelular
(ERK) em células AtT20 e GH3 (MURPHY, 2005; SARKAR; WITTMANN; FEKETE;
LECHAN, 2004). Embora o peptideo CART desempenhe diversas funcbes e
abrangéncias, seu receptor neural especifico ainda ndo foi completamente
elucidado, sendo que essa inespecificidade pode ser explicada devido ao local de
ligacédo de baixa afinidade e altos niveis de ligagdo nédo especifica, sugerindo desta
forma, multiplos receptores para CART(AHMADIAN-MOGHADAM; SADAT-SHIRAZI;
ZARRINDAST, 2018; SINGH; DE ARAUJO; KRIEGER; VERGARA et al., 2021;
YERMOLAIEVA; CHEN; COUCEYRO; HOSHI, 2001).

Descobriu-se mais tarde, que o CARTp radiomarcado ndo ativo aplicado as
células AtT20 foi deslocado pelo CART (55-102), e a ligagao foi reduzida na
presenga de um analogo de GTP, confirmando que o receptor CARTp é um GPCR,
até o momento (SINGH; DE ARAUJO; KRIEGER; VERGARA et al., 2021).

Apesar das estruturas quimicas do CART (55-102) enddgenos e peptideos
CART (62-102) foram encontrados em diferentes células de roedores. No entanto,
as extensas pesquisas nas ultimas duas décadas sobre os receptores CART
especificos ainda nao foram identificados e clonados. Estudos enfocando a relagao
estrutura-atividade dos fragmentos CART (Figura 1) revelaram que o peptideo de
comprimento total e as pontes dissulfeto na regido globular sdo necessarios para
ambas as ligagao aos receptores, entre eles de regulagéo da ingestdo de alimentos
induzida por CART(KOZSUREK; KIRALY; GYIMESI; LUKACSI et al., 2023).
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FIGURA 1- DIAGRAMA EQUEMATICO DE FRAGMENTOS DO PEPTIDEO CART

CART(55+102) CART(55-76) CART(62-102) CART(62-76)

FONTE:(KOZSUREK; KIRALY; GYIMESI; LUKACSI et al., 2023).

O CART €& um peptideo neuroativo bem identificado, sintetizado
exclusivamente por neurbnios e armazenado em vesiculas, sendo encontrado em
diferentes regides do Sistema Nervoso Central, como o cortex frontal, amigdala,
bulbo olfatério, hipocampo, mesencéfalo e hipotalamo, local este onde possui o
terceiro mais abundante mRNA especifico no rato (MURPHY, 2005). O CART
também €& descrito na hipdfise, intestino, pancreas e suprarrenais (DUN; CHIANCA;
DUN; YANG et al., 2000; MURPHY, 2005).

Logo apds a descoberta dos peptideos CART, sugeriu-se que eles estavam
envolvidos na ingestao de alimentos, em decorréncia da distribuicdo dos peptideos
CART no hipotalamo - de modo especial em regides que incluiam o nucleo
arqueado, o hipotadlamo lateral e o nucleo paraventricular (PVN)-, além do nucleo
accumbens (Acb) - localizado no prosencéfalo- todos os quais desempenham um
papel na regulacdo da ingestdo de alimentos (KOYLU; COUCEYRO; LAMBERT;
KUHAR, 1998). Posteriormente encontrou-se que o CART possui expressao e
distribuicao similares no hipotalamo como o nucleo arqueado do ser humano e em
roedores (ELIAS; LEE; KELLY; AHIMA et al., 2001).

CART é anorexigeno (inibe o apetite) e € ativado pela leptina, o que foi
corroborado por Kristensen et al. (1998) e por Duan et al. (2007) que mostraram que
a administracao periférica de leptina em ratos obesos deficientes de leptina estimula

a expressao de mRNA do CART no nucleo arqueado. Nao obstante com sua relagao
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a manutencdo hormonal, elevados niveis de corticosterona aumentam niveis
sanguineos de CART, o que sugere que a glandula adrenal pode ser a origem do
CART no sangue e que glicocorticoides podem ter o papel na regeneragao do ritmo
diurno deste peptideo (DUAN; CHOI; HARTZELL; DELLA-FERA et al., 2007; ELIAS;
LEE; KELLY; AHIMA et al., 2001; KRISTENSEN; JUDGE; THIM; RIBEL et al., 1998).
Além disso, a expressdao de CART também é regulada por dopamina (AWATHALE;
CHOUDHARY; SUBHEDAR; KOKARE, 2021; BEAUDRY; ZEKKI; ROUILLARD;
LEVESQUE, 2004).

Os peptideos CART sao amplamente sintetizados no sistema mesolimbico de
dopamina (DA), que é critico no comportamento de recompensa e dependéncia de
drogas no cérebro, incluindo a area tegmental ventral (VTA), o nucleo accumbens
(Acb) e palido ventral (VP) (AWATHALE; CHOUDHARY; SUBHEDAR; KOKARE,
2021; HUBERT; JONES; MOFFETT; ROGGE et al., 2008). A co-localizacdo de
peptideos CART com GABA, substancia P e prodinorfina, marcadores do estriado,
foi demonstrada em alguns neurénios espinhosos médios do Acb (PHILPOT;
SMITH, 2006). Desse modo o CART pode afetar diretamente a atividade dos
neurénios dopaminérgicos ou afeta-los indiretamente ao desinibir interneurdnios
GABAérgicos (JAWORSKI; KOZEL; PHILPOT; KUHAR, 2003).

Observa-se que o aumento na expressao de mRNA CART ocorre em funcéo
da exposigao do organismo a fatores como estimulos aditivos e de recompensa,
psicoestimulantes, comportamento alimentar, ou mesmo durante o desenvolvimento
pos-natal. Isso pode ser entendido pelo fato do CART desempenhar um papel na
regulagdo na recaptacdo de dopamina e desenvolvimento de neurbnios
dopaminérgicos (AWATHALE; CHOUDHARY; SUBHEDAR; KOKARE, 2021,
ROGGE; JONES; HUBERT; LIN et al, 2008). Portanto, existe uma conexao
reciproca entre dopamina e CART nas vias cerebrais relacionadas a recompensa e
processos motivacionais. Tanto é que os neurbnios CART do Acb coexpressam
receptores de dopamina e recebem aferéncias de terminais dopaminérgicos
(AWATHALE; CHOUDHARY; SUBHEDAR; KOKARE, 2021; HUBERT; KUHAR,
2006; RODRIGUES; CAVALCANTE; ELIAS, 2011).

Em casos de psicoestimulantes, a cocaina se liga ao transportador de
dopamina (DAT, Dopamine Reuptake Transporter) bloqueando-o. Com isso, ocorre
um aumento subito e significativo nos niveis de dopamina na fenda sinaptica.

Pesquisas revelaram que o peptideo CART pode estar envolvido na dependéncia e
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abuso de psicoestimulantes e que podem ajudar a entender como essas drogas
afetam o cérebro e causam dependéncia (AHMADIAN-MOGHADAM; SADAT-
SHIRAZI; ZARRINDAST, 2018). Em um estudo com dez humanos expostos a
cocaina, e dez nao expostos, foi observado um aumento na expresséo do gene do
CART no Acb nesses usuarios (ALBERTSON; PRUETZ; SCHMIDT; KUHN et al.,
2004; ANDERSON; PIERCE, 2005). Portanto, a cocaina atua principalmente em
areas com maior densidade de DAT, onde os axdnios dopaminérgicos projetam-se
em areas do sistema limbico, incluindo cortex pré-frontal (PFC), hipocampo,
amigdala, estriado e nucleo accumbens (Acb) e a area tegmentar ventral (VTA)
(ANDERSON; PIERCE, 2005; AWATHALE; CHOUDHARY; SUBHEDAR; KOKARE,
2021; HEAL; GOSDEN; SMITH, 2014).

Entretanto, outros estudos demonstraram que enquanto a dopamina ou
anfetamina aumentaram a atividade locomotora em ratos, o peptideo CART resultou
em uma redugao relativa na atividade locomotora, desta forma atenuando os efeitos
dos estimulantes (JAWORSKI; KOZEL; PHILPOT; KUHAR, 2003). Outra acéao
observada pela injecdo de peptideo CART, € que o0 mesmo inibiu a expressao de
sensibilizagdo comportamental que normalmente € induzida pela administracao de
anfetaminas, e que em estudos de auto-administragdo de drogas o peptideo CART
reduziu os efeitos recompensadores de cocaina. Portanto, sugere que o peptideo
CART tem uma fungdo homeostatica no Acb (JAWORSKI; HANSEN; KUHAR;
MARK, 2008; ROGGE; JONES; HUBERT; LIN et al., 2008).

Ha suposi¢coes que o CART possa ter implicagbes em disturbios neuroldgicos
como a ansiedade, depressao, estresse e obesidade, mas ainda nao esta elucidado
se isso decorre da mutacdo do gene CART-142 ou consequéncia da falta de
peptideo CART(ROGGE; JONES; HUBERT; LIN et al., 2008). A conexao sugerida
da relacdo do CART e a depressdo em humanos deriva de um estudo de uma
familia italiana com obesidade de inicio precoce e uma mutagdo missense no gene
CART-142. Assim como a obesidade co-segregada com a mutagdo entre os
membros da familia, altos niveis de ansiedade e depresséo foram observados entre
os membros com a mutagdo (DEL GIUDICE; SANTORO; CIRILLO; D'URSO et al.,
2001).

E neste aspecto que pesquisas demonstraram grande potencial do uso de

CART como alvo terapéutico para o tratamento de dependéncia de
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psicoestimulantes, assim como transtornos alimentares, incluindo a obesidade e a

anorexia nervosa.

3.2 Estriado: componentes e fungoes

O estriado representa a principal aferéncia dos nucleos da base do encéfalo e
sua funcdo tem sido relacionada ao controle motor somatico. Sua estrutura é
complexa, diferenciando claramente em trés subnucleos: caudado, putame e globo
palido. Devido a sua evolugao filogenética, o estriado tem sido distinguido como o
neoestriado (estriado dorsal) formado por: caudado, que se situa anteriormente ao
talamo, lateralmente aos ventriculos laterais e medialmente a capsula interna, tem
fungdes cognitivas; o putame, situado anteriormente ao talamo, lateralmente aos
ventriculos laterais e medialmente a capsula interna, tendo funcdes motoras.
Enquanto o globo palido forma o paleoestriado, uma estrutura subcortical pareada,
situada medialmente ao putdmen, sendo importante na coordenagdo motora, ja o
estriado ventral € composto pelo Acb e o tubérculo olfatério (LENT, 2001).

Em humanos, o estriado ndo €& proporcionalmente tdo grande quando
comparado ao estriado de camundongo (Figura 2). O nome striatum de origem latina
decorre da sua aparéncia cheia de estrias quando observado ao microscopio (LENT,
2001). Essas estrias vém dos axénios mielinizados da por¢ao anterior da capsula
interna que, em humanos, atravessam o estriado de forma a separar o caudado do
putame. Em roedores, caudado e putame representam uma estrutura unica (MINK,
1999; LENT, 2001).
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FIGURA 2- ESTRIADO DO CAMUNDONGO E HUMANO

— Corno frontal do

L— Nicleo basal (de Meynert)

Tubérculo offatério — Globo palido, segmento medial

Globo palido, segmento lateral Glabo palido, segmento ventral

A esquerda, em amarelo indica a regi&o do estriado e nicleo accumbens de camundongo. A direita, o
estriado num encéfalo humano. Ambas as ilustragcdes representam um corte coronal do encéfalo.
FONTE: (LENT, 2001; STRANDING, 2008;PAXINOS; FRANKLIN, 2019).

As aferéncias que chegam aos nucleos da base, vindos de varias areas do
cortex, o fazem primeiramente pelo estriado. O estriado recebe aferéncias,
principalmente glutamatérgicas de neurdnios piramidais, de diferentes regides do
cortex cerebral (projecéo cortico-estriatal) e do tdlamo (nucleos intralaminares). A
producéo de informacdes é mais distribuida, destacando-se o papel do globo palido
e da substancia negra (LENT, 2001, MATZ; SPOCTER, 2022).

Os neurbnios dopaminérgicos (DA) no mesencéfalo ventral projetam-se
principalmente para o estriado para controlar o movimento, a cognicdo e a
motivacao. Diferentes tipos de receptores de dopamina podem aumentar ou diminuir
a funcdo dos nucleos da base. Cinco tipos de receptores de dopamina sao
conhecidos (D1 e D5, estado ligados a proteinas G estimuladoras), e (D2, D3 e D4,
estdo ligados a proteinas G inibitérias) (CHUHMA; OH; RAYPORT, 2023; MATHUR,;
LOVINGER, 2012; MATZ; SPOCTER, 2022).

O nucleo estriado ndao expressa apenas receptores de dopamina; também
possui receptores para glutamato, acetilcolina,acido y-aminobutirico, adenosina,
histamina, neuropeptideo Y, somatostatina e Oxido nitrico, entre outros
(SCHIFFMANN; FISONE; MORESCO; CUNHA et al., 2007). No entanto, o estriado

tem uma citoarquitetura notavelmente uniforme, compreendendo cerca de 95% de
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seus neurbnios do tipo espinhosos médios e 5% de interneurdnios (Figura 3). Os
neurénios espinhosos médios sdo GABAérgicos e igualmente divididos em dois
tipos: aqueles que expressam receptores D1 (D1Rs) que se projetam diretamente
para o mesencéfalo ventral, sdo ativados por dopamina, e os que expressam D2Rs
que se projetam para o mesencéfalo ventral através do palido, sdo inibidos por
dopamina (CHUHMA; OH; RAYPORT, 2023). Ja no Acb ha neurbénios espinhosos
médios que também contém peptideo CART e expressam receptores de dopamina
D1, D2 e D3, sendo que o mRNA de CART é regulado pelos receptores D3
(JAWORSKI; HANSEN; KUHAR; MARK, 2008, MATZ; SPOCTER, 2022).
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FIGURA 3- TIPOS DE NEURONIOS ENCONTRADOS NO CORTEX E EM CONEXAO COM O
ESTRIADO

A esquerda, imagens ilustrativas (a) neurdnio piramidal encontrado no cértex; (c) interneurdnio e (e)
neurdnio espinhoso médio, encontrados no estriado. A direita, fotomicrografias obtidas (b) pelo
microscopio optico 40x; (d) e (f) no microscopio scanner de laminas 63x pelo autor.
FONTE:(METZGER; TOLEDO; BRAUN, 2002; NARAYANAN; BAIRY; SRINIVASAMURTHY, 2020).

3.2.1 Nucleo accumbens

O Acb é a principal estrutura do estriado ventral situado na base do
prosencéfalo (HEIMER, 2003). O Acb desempenha um papel importante na
recompensa, prazer, emogdes, agressdo e medo, tendo um papel relevante na
recompensa\vicio. E subdividido em core (AcbC) e shell (AcbSh), que recebem

aferéncias de uma variedade de regides limbicas e pré-frontais, incluindo amigdala e
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hipocampo, para formar uma rede que esta envolvida na aquisigéo, aprendizagem e
processos de memoria (BRAUN, 2011).

Existe uma diferenca funcional dessa estrutura, a shell esta envolvida com a
motivacao e sobretudo relacionada com o Sistema Limbico, enquanto o core que
tem como funcdo de desencadeamento do movimento e se encontra associado ao
Sistema Motor Extrapiramidal (FERNANDEZ-ESPEJO, 2000; STURM; LENARTZ;
KOULOUSAKIS; TREUER et al., 2003). Além disso, a shell & constituida por células
grandes e dispersas, enquanto o core é composto por células pequenas e
agregadas (BRAUER; HAUSSER; HARTIG; ARENDT, 2000). E do ponto de vista
neuroquimico, a shell é caracterizada por concentracbes elevadas de receptores
opidides, serotoninérgicos 5HT4 e dopaminérgicos D1 e D3, sendo um alvo
preferencial de drogas antipsicéticas, opidides e antidepressivas, com a distribuigdo
mais densa de acetilcolinesterase, enquanto os receptores GABA A sido mais
representativas no core. Inclusive, a imunorreatividade as fioras CART é mais densa
na regidao Shell (HEIMER; VAN HOESEN, 2006; SCHULLER; KOCH, 2023).

O Acb é atualmente uma das estruturas limbicas mais estudadas no contexto
das doengas neuropsiquiatricas, como Alzheimer, depressdo, esquizofrenia,
perturbacdo obsessiva compulsiva (POC) e também nos comportamentos de adigéao
principalmente com relagdo a drogas de abuso (BAYASSI-JAKOWICKA; LIETZAU,;
CZUBA; PATRONE et al., 2022; HEIMER, 2003; HEIMER; VAN HOESEN, 2006).
Em estudos realizados por Nieet al. (2017) mostram que em doenga de Alzheimer foi
observada atrofia nas quatro sub-regides no hipocampo bilateral e no nucleo
accumbens, desta forma, associando-se ao comprometimento cognitivo dos
pacientes (NIE; SUN; WAN; ZHAO et al., 2017)

3.3 Espinhos dendriticos

Os espinhos dendriticos sao protrusdes neuronais que servem CcoOmoO
especializagdes sinapticas encontradas na superficie dos dendritos, descritos pela
primeira vez por Santiago de Ramon y Cajal em 1888 ao estudar células de Purkinje
cerebelares. Sdo encontrados na maioria dos neurdnios encefalicos e recebem
principalmente contatos sinapticos excitatérios (BOURNE; HARRIS, 2007; YUSTE,
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2013), cuja plasticidade é essencial para o desenvolvimento do cérebro e funcdes
cerebrais superiores (ALVAREZ; SABATINI, 2007; NISHIYAMA, 2019).0s espinhos
tém formas, tamanhos e fung¢des variadas observados ao longo do comprimento
dendritico (GARCIA-LOPEZ; GARCIA-MARIN; FREIRE, 2010; HOLTMAAT;
SVOBODA, 2009; PICKEL; SEGAL, 2014), variando entre diferentes nucleos
encefalicos (MAJEWSKA; TASHIRO; YUSTE, 2000).

Uma propor¢cao variavel de espinhos dendriticos pode ser estavel
morfologicamente e funcionalmente, mas outra parte, dependendo de cada nucleo
cerebral estudado, pode ser variavel e ter seu numero, distribuicdo e forma alterados
devido a disparos elétricos e concentragdes bioquimicas locais, sendo dependentes
da demanda de atividade sinaptica sobre si (YUSTE, 2011; 2013). Além disso, a
funcionalidade sinaptica adequada dentro dos espinhos requer mudangas no
numero de receptores na sinapse, o que tem implicacbes nas funcdes neurais
posteriores, como aprendizagem e formagao de memoria (BELL; LEE; RANGAMANI,
2023). Os espinhos dendriticos séo classificados de acordo com sua variabilidade de
forma e tamanho (ARELLANO; ESPINOSA; FAIREN; YUSTE et al., 2007).

Em estudos realizados pelo grupo de Dall'Oglio, A. (2015) para identificagéo e
classificagdo dos espinhos dendriticos, obtiveram-se imagens nos cinco tipos de
neurénios multipolares encontrados na amigdala humana, usando o método
adaptado de Golgi e microscopia de luz, com o corante fluorescente carbocianina Dil
e microscopia confocal, e microscopia eletrbnica de transmissdo. A reconstrugao
tridimensional mostrou espinhos de diferentes classes ao longo dos dendritos com
formas e tamanhos variados, nas quais utilizamos seus exemplos como orientagao
para classificacdo dos espinhos dendriticos encontrados no nucleo caudado-putame
e nucleo accumbens. Em seu trabalho, foi verificada a forma de cada coluna e em
seguida comparou-se os resultados obtidos em microscépio confocal com os dados
de Golgi em microscopia de luz para determinar a forma e a classificagao da coluna.
Os espinhos foram classificados de acordo com as descricdes de Fiala & Harris
(1999), Arellano et al. (2007), Brusco et al. (2010), Gonzalez-Burgos et al. (2012),
Gonzalez-Ramirez, M. M. et al. (2014). Os critérios para atribuir espinhos dendriticos
a diferentes classes foram baseados: no comprimento e didmetro de um colo,
numero de saliéncias de uma unica haste, didametro da cabeca e formato da cabeca
(DALL'OGLIO; DUTRA; MOREIRA; RASIA-FILHO, 2015). Os espinhos foram

classificados conforme as Figuras 4 e 5 e Tabela 1:
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FIGURA 4- DESENHO REPRESENTATIVO DE DIFERENTES MORFOLOGIAS DE ESPINHOS
DENDRITICOS

fino

PIJalliaild 79 CLUINES

tipo cogumelo
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Formas ilustrativas de espinhos dendriticos de neurdnios de ratos machos adultos observados pelo
emprego da técnica de Golgi a microscopia de luz. FONTE: (BRUSCO et al.,2010).

TABELA 1- SUBTIPOS DE ESPINHOS DENDRITICOS, CARACTERISTICAS E FUNCOES

estreito terminando em
um alargamento bulboso
na ponta;

didmetro do colo;

Subtipo de
espinho Caracteristica Comparacao de Fungao
dendritico proporgao
Uma Unica protuberancia | O comprimento do Séao considerados
Fino com um colo longo e espinho maior que o imaturos por serem

menos estaveis;
reflete um grau mais
alto de conectividade
sinaptica.

grossol/largo/

Uma saliéncia da
membrana celular com

O comprimento do
espinho é

Sao considerados
imaturos por serem

espinho;

Espesso OU Sem pescogo semelhante ou menos estaveis;
aparente; maior do que o seu sinalizagdo mais
diametro; rapida que pode
resultar na capacidade
de sustentar correntes
sinaptica.
Um espinho Com o didmetro da Séao considerados
Cogumelo caracteristicamente de cabecga maior do maduros por serem
cabeca grande; que o didmetro do mais estaveis;
pescoco;
Um unico caule dando O comprimento do Sao considerados
Ramificado origem a duas ou mais espinho & maduros por serem
cabecas; semelhante ou mais estaveis;
maior do que o seu
didmetro;
Protuberancias menores O comprimento do Raros- considerado
com geralmente estendendo- | espinho maior que o como um sinal de
espiculas se da cabeca de um diametro do colo; formacao ou

eliminagao da
dinamica da coluna;
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Uma protuberancia finae | O comprimento do Raros- envolvidos na
Filopoédio alongada sem cabega espinho maior que o transferéncia de
aparente; didmetro do colo; moléculas grandes.

FONTE: (BRUSCO; DALL'OGLIO; ROCHA; ROSSI et al., 2010; GARCIA-LOPEZ; GARCIA-MARIN;
FREIRE, 2010; DALL'OGLIO; DUTRA; MOREIRA; RASIA-FILHO, 2015).

Os espinhos podem ser estudados quanto a seu numero, forma e distribuicao
nos ramos dendriticos. Quanto a sua densidade, apesar dos mecanismos de
surgimento ainda nao estarem plenamente esclarecidos, acredita-se que podem ser
formados por dois processos diferentes: proveniente de um “filopodium” e ou por
surgimento a partir de uma sinapse diretamente no tronco dendritico (SEGAL, 2010).

Diferentes espinhos podem coexistir de forma muito proxima em um mesmo
ramo dendritico, inclusive dividindo o mesmo terminal pré-sinaptico para formar
sinapses. Essa proximidade, ainda, pode levar ao compartilhamento de um mesmo
pesco¢co por duas ou mais cabecas de espinhos, ocasionando os espinhos
denominados ramificados, sendo considerados raros dependendo do tipo neuronal
estudado (FIALA; SPACEK; HARRIS, 2002).
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FIGURA 5- IMAGENS TRIDIMENSIONAIS RECONSTRUiQAS DE ESPINHOS DENDRITICOS
IMPREGNADOS PELA TECNICA DE GOLGI EM NEURONIOS DO NUCLEO MEDIAL DA
AMIGDALA

Classificados como: (A) fino, (B) atarracado/largo, (C) cogumelo, (D) ramificado e (E) atipico,
observados por microscopia de luz. Ajustes do Photoshop CS3 (Adobe Systems, Inc.). Barra = 1 Im.
FONTE: (DALL'OGLIO; DUTRA; MOREIRA; RASIA-FILHO, 2015).

O tamanho dos espinhos dendriticos pode ser determinante na sua
composicao intracelular e vice-versa. Como exemplo, espinhos de maior tamanho
contém maior quantidade de mitocondrias, polirribossomos maior densidade de
receptores glutamatérgicos do tipo AMPA no terminal pds-sinaptico, como é caso
dos espinhos com formato de cogumelo (Figura 6). Por outro lado, espinhos finos
nao apresentam essa mesma composicdo e podem ter mais receptores
glutamatérgicos do tipo NMDA (ARELLANO; ESPINOSA; FAIREN; YUSTE et al., 2007;
BELL; LEE; RANGAMANI, 2023; BOURNE; HARRIS, 2007).

A forca sinaptica € frequentemente correlacionada com a densidade dos
receptores ionotropicos e glutamatérgicos, AMPARSs, (receptores do acido a-amino-
3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropidnico) na densidade pés-sinaptica (PSD). Embora se
saiba que a densidade do AMPAR muda com base em cascatas de sinalizagao

biolégica complexas, o efeito de fatores geométricos, como formato, tamanho e
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curvatura da coluna dendritica, permanece pouco compreendido (BELL; LEE;
RANGAMANI, 2023).

A morfologia dos espinhos dendriticos pode se relacionar com suas
propriedades funcionais (GARCIA-LOPEZ; GARCIA-MARIN; FREIRE, 2007),
portanto as mudangas ocorrem por uma reorganizagao do citoesqueleto (Figura 7).
Muitos estudos mostram a importancia dos filamentos de actina nessa dindmica
(HLUSHCHENKO; KOSKINEN; HOTULAINEN, 2016), incluindo seu papel na
proliferagdo e na expanséo da cabecga dos espinhos dendriticos (CHEN; KELLNER;
ZAGREBELSKY; GRUNWALD et al., 2015). Deste modo, parametros como
comprimento do pescoco e espessura da cabeca poderiam explicar a distribuicao de
receptores na membrana pds-sinaptica, a motilidade e estabilidade dos espinhos e a
difusdo de ions e moléculas entre espinho e ramo dendritico (YUSTE, 2011). A
variagdo morfologica dos espinhos pode, entdo, relacionar-se com a atividade
sinaptica processada por este espinho (ALVAREZ; SABATINI, 2007). Ou seja, a
densidade pds-sinaptica, que corresponde a aproximadamente 10% do volume da
cabeca do espinho, depende da quantidade de impulsos que este espinho recebe,
tornando-o mais estavel quanto a sua morfologia e funcionamento e,
consequentemente, com a frequéncia e intensidade da atividade sinaptica da via
aferente (BOURNE; HARRIS, 2007; SEGAL, 2010).

Curiosamente, os neurénios humanos tém n&o apenas densidades de coluna
mais altas, mas também espinhos com pescogos caracteristicamente longos,
podendo refletir um grau mais alto de conectividade sinaptica e plasticidade no
cérebro (DALL'OGLIO; DUTRA; MOREIRA; RASIA-FILHO, 2015), corroborando com
os achados na regido da amigdala medial em ratos, sendo que esses espinhos
dendriticos mais finos sdo geralmente mais plasticos, envolvem receptores de
glutamato, sendo nomeados como “espinhos de aprendizagem” (BOURNE;
HARRIS, 2007; BRUSCO; DALL'OGLIO; ROCHA; ROSSI et al., 2010).

Estudos anteriores que observaram o aumento da densidade de espinhos
dendriticos e da coluna em neurdnios espinhosos médio do Acb apds o estresse e
derrota crénica social em camundongos, encontraram o aumento da densidade do
tipo Fino e atarracados “Espesso” em comparagdo com o grupo controle, sendo que
o tipo cogumelo permaneceu inalterado, visto que € um tipo de espinho considerado
mais estavel, contudo, esses achados indicam a plasticidade estrutural induzida pelo

estresse pelo aumento de espinhos dendriticos e arborizagdo dendritica em algumas



34

areas do cérebro como Acb (CHRISTOFFEL; GOLDEN; DUMITRIU; ROBISON et
al., 2011; FOX; FIGUEIREDO; MENKEN; LOBO, 2020). Dito isso, espinhos do tipo
Fino e Espesso sao considerados imaturos por serem menos estaveis em
comparagao com o tipo de Cogumelo que é mais maduro. Em comparagdo com
espinhos atarracados “Espessos” os espinhos de cogumelo também formam
densidades pos-sinapticas maiores conferindo maior resisténcia (CHEN; SABATINI,
2012).

Os espinhos de Cogumelos também podem padronizar potenciais poés-
sinapticos locais em toda a arvore dendritica, reduzindo a variabilidade dependente
da localizagdo das propriedades excitatérias locais (GULLEDGE; CARNEVALE;
STUART, 2012). Enquanto que a presenga de Filopddio € geralmente considerada
como um sinal de formagao ou eliminacéo da dinamica da coluna (GARCIA-LOPEZ;
GARCIA-MARIN; FREIRE, 2010). Os espinhos classificados como atipicos podem
representar formas transitorias em varios estagios de desenvolvimento ou retragéo
(como 'protoespinhos' e 'multiespinhos') (ARELLANO; ESPINOSA; FAIREN; YUSTE
et al., 2007). As espiculas podem estar envolvidas na transferéncia de moléculas
grandes e no acoplamento elétrico entre elementos pré e pds-sinapticos (SPACEK;
HARRIS, 2004). As espiculas também podem ocorrer durante o crescimento e
remodelacdo das membranas sinapticas, sendo indicativos de atividade sinaptica
sustentada (TAO-CHENG; DOSEMECI; GALLANT; MILLER et al., 2009).

FIGURA 6- ILUSTRAGAO DA ULTRAESTRUTURA DO ESPINHO DENDRITICO
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Espinho dendritico do tipo cogumelo com a cabecga e pescog¢o que emergem do dendrito adjacente.
Legenda: PSD- Densidade pés-sinaptica; REL- Reticulo endoplasmatico liso; VE- Vesicula
endocitica. FONTE: (HERIN, 2001; MARCUZZO, 2006).
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Sabe-se que o0s espinhos maiores sao mais estaveis com relacdo aos
espinhos menores, 0s quais possuem maior capacidade de plasticidade. Estudos
ainda mostram que o tamanho e a morfologia da cabega do espinho estdo
relacionados com o numero de vesiculas pré-sinapticas e com o numero de
receptores pos-sinapticos, desta forma podendo alterar a forca das conexdes
(GRUTZENDLER; KASTHURI; GAN, 2002; HOLTMAAT; SVOBODA, 2009).

3.4 Peptideo CART e a Plasticidade neural

A plasticidade neural ou neuroplasticidade refere-se a alta capacidade do
Sistema Nervoso de sofrer mudancas e transformagdes - em nivel estrutural,
tecidual ou funcional - em respostas a determinados estimulos, com isso tornando-
se uma estrutura adaptavel. Isto permite que o Sistema Nervoso se organize frente a
aprendizagem ou lesdo, modificando determinadas conexdes sinapticas ou
estruturas neuronais envolvidas na formagao das sinapses (PIA, 1985; RAINETEAU,
SCHWAB, 2001).

No cérebro adulto, a maioria dos progenitores de neurbnios perde a
capacidade de se dividir e formar novas células, porém, em algumas poucas regides
cerebrais como hipocampo e a zona ventricular-subventricular, a neurogénese se
mantém (SNYDER; SOUMIER; BREWER; PICKEL et al., 2011). Entretanto, a
capacidade de formar novos prolongamentos, alterando grandemente seu formato,
direcionamento, tamanho, arborizagdes dendriticas, espinhos dendriticos e numero
de sinapses em resposta as influéncias ambientais ndo é perdida, pois o cérebro
adulto estd sujeito a constantes remodelagdes por meio da modificagdo de
neurotransmissores, fatores neurotréficos e neuropeptideos (FONT; ARBOIX;
KRUPINSKI, 2010; LAZAROV; MARR, 2013). Neurotransmissores como: dopamina,
glutamato, GABA, (glicina, acetilcolina e serotonina sdo fortes e versateis
moduladores no que diz respeito a plasticidade neural, o que implica uma relagao
direta entre os efeitos das drogas com as alteragbes adaptativas, ndo sé na via de
recompensa, mas também em diversos circuitos através da formacdo, do
fortalecimento e eliminagdo de sinapses (VOLKOW; FOWLER; WANG; BALER et
al., 2009).

A formacéo de novos brotos e crescimento dos axénios pode ser programada

geneticamente por uma classe de proteinas regenerativas, as quais promovem esse
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evento e sdo denominadas fatores tréficos: fator de crescimento do nervo (NGF —
nerve growth factor), fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF — brain derived
neurotrophic factor) e fator neurotrofico derivado da glia (GDNF — glial derived
neurotrophic factor). Essas proteinas estdo relacionadas com processo de
regeneracao de fibras nervosas lesadas, no desenvolvimento e fungdes neurais
como plasticidade neuronal (CHAO, 2003). Outros exemplos, como neurotrofina 3
(NT-3 — neurotrophin-3), neurotrofinas 4, 5 e 6, fator neurotréfico ciliar (CTNF —
ciliary neurotrophic factor) entre outros (BRADSHAW; ALTIN; BLABER;
CAVANAUGH et al., 1990; CHAO, 2003).

Além disso, a microglia que s&o células imunitarias mais proeminentes do
SNC que tem o papel de regular o desenvolvimento e manutencdo das redes
neuronais, também pode esta relacionada a processos de neuroplasticidade, como
por exemplo, em condi¢des patoldgicas, estas células conectam-se com as sinapses
por maior periodo de tempo do que quando ha auséncia de injurias ao tecido
cerebral. Essa conexao prolongada com as sinapses pode levar a eliminagdo das
mesmas em somas neuronais proximos, 0 que ocorreria como uma resposta ao
estimulo inflamatério e sugere uma possivel participagdo da microglia no processo
inicial de poda sinaptica, visando eliminar as conexdes sinapticas entre os neurénios
(KETTENMANN; KIRCHHOFF; VERKHRATSKY, 2013). Nao obstante, estudos tém
mostrado o envolvimento da microglia em processos de neuroinflamagdo na
secrecao de citocinas proé-inflamatoérias TBF- a e IL-1B, as quais tém potencial para
causar dano aos neurdnios e células gliais (WEITZ; TOWN, 2012). Contudo, os
processos inflamatorios tém sido encontrados em diversos transtornos neurolégicos,
tais como isquemia, doenca de Parkison, Alzheimer, esclerose amiotrofica lateral,
esclerose multipla, doenga de Huntington e transtornos psiquiatricos (COLANGELO;
ALBERGHINA; PAPA, 2014).

A dinamica neuronal também é regulada quimicamente por neuropeptideos.
Tratam-se de pequenas cadeias de aminoacidos, cujas fungdes vao desde atuar
como neurotransmissor até fator de crescimento, horménios e segundos
mensageiros no sistema imunolégico (HOKFELT; BARTFAI; BLOOM, 2003).
Portanto, a neuroplasticidade é fundamentada em principios de modificacdo da
transmissao sinaptica mediada pelos neurotransmissores (BEAR, 2003).

Ao contrario dos neurotransmissores nao peptidicos, os neuropeptideos nao

sdo sintetizados e nem sofrem recaptacéo no terminal pré-sinaptico, mas no terminal
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axonal coexistem com as vesiculas contendo neurotransmissores nao peptidicos
como o glutamato ou o GABA. Os neuropeptideos que estdo presentes no SNC tém
funcdo na modulacdo da atividade neuronal, com grande parte das suas agdes
alterando de forma efetiva a concentracdo destes neurotransmissores através de
mecanismos pré e/ou pos-sinapticos (MERIGHI; SALIO; FERRINI; LOSSI, 2011).
Neste contexto, o peptideo CART esta relacionado a experiéncias de aprendizagem,
sendo provavel que haja um aumento no comprimento dos dendritos e a densidade
de espinhos dendriticos nas células ao longo do manto neocortical, no hipocampo e
estriado, e que essas alteragdes possam embasar as mudangas associadas nos
padrées de conectividade sinaptica (CHANG; GREENOUGH, 1982; KOLB; GORNY;
LI; SAMAHA et al., 2003).

Entretanto, o peptideo CART esta co-localizado com outros
neurotransmissores e peptideos (JANZSO; VALCZ; THUMA; SZOKE et al., 2010).
Em estudos realizados por Jean et al. (2012) foi observado que receptores
serotonérgicos 5-HT4 presentes no Acb regularam a expressao de peptideo CART,
enquanto que no teste de immunoblotting mostraram que o peptideo CART esta co-
localizado com neurénios GABAérgicos na VTA, substancia negra e no Acb onde se
encontra com neurénios dopaminérgicos (DALLVECHIA-ADAMS; SMITH; KUHAR,
2001; FU; ZHOU; DONG; HUANG et al.,, 2016). Em pesquisas realizadas com
administracao de psicoestimulantes como anfetamina e cocaina, foi observado que
na regido associada a recompensa como AcbSh e AcbC houve aumento da
densidade da coluna de espinhos dendriticos e do numero de ramificagdes
dendriticas dos neurdnios nessa regiao (KOLB; GORNY; LI; SAMAHA et al., 2003;
ROBINSON; GORNY; MITTON; KOLB, 2001).

3.5 Golgi-Cox

Uma metodologia utilizada para a melhor visualizagdo e avaliagdo da
morfologia dos neurdnios é a coloragao de Golgi-Cox, que se trata de uma técnica
adaptada n&o invasiva da técnica original de Golgi (1873). Nesta técnica o neurdnio
adquire uma coloragao negra e um contraste com restante do tecido de cor amarelo-

parda, sendo observado: corpo celular, dendritos, espinhos dendriticos e axbénios
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(DALL'OGLIO; GEHLEN; ACHAVAL; RASIA-FILHO, 2008). Nas ultimas décadas
essa técnica mostrou-se eficiente na impregnacédo de neurbénios e glia em cérebros
de roedores, bem como confiavel na estimativa de ramos finos e espinhos
dendriticos, em comparagao a procedimentos de incorporacdo de celoidina mais
tradicionais, e provou ser util em estudos de processos fisiolégicos normais, como o
desenvolvimento do cérebro, plasticidade e em doencas (NARAYANAN; BAIRY;
SRINIVASAMURTHY, 2020).

Com a finalidade de reduzir tempo de processamento e aumentar a
seletividade neural foram feitas varias modificagbes do método (KOLB; FORGIE;
GIBB; GORNY et al., 1998; ZAQOUT; KAINDL, 2016). A técnica de Golgi-Cox tem a
vantagem de apresentar células isoladas e desvantagem pela aleatoriedade do tipo
de neurdnio a ser visivel (DALL'OGLIO; GEHLEN; ACHAVAL; RASIA-FILHO, 2008).

A técnica de Golgi-Cox permite a andlise de arborizagbes e conexdes
neuronais, sendo ainda considerado uma ferramenta eficiente na neurociéncia
clinica. A impregnagao metalica de neurdnios é o principio subjacente a coloragao
de Golgi, e que depende da duracdo do processo e o tipo de sais metalicos
utilizados, sendo assim os métodos de coloracdo de Golgi receberam nomes
diferentes como: Golgi Rapido e Golgi-Cox. No método de Golgi Rapido, o cromato
de prata metalico (Ag2CrO4) é depositado nos neurdnios, e no método Golgi-Cox o
depdsito em neurdnios é relatado como mercurico de sulfeto (HgS). O método Golgi-
Cox (Cox 1891) foi descrito como superior ao o método de Golgi Rapido, pelo fato
de corar mais neurdnios e deu rotineiramente excelentes resultados (NARAYANAN;
BAIRY; SRINIVASAMURTHY, 2020).

Dentre os diferentes tipos de protocolos de Golgi-Cox aquele escolhido para a
execugcao do presente experimento foi o protocolo adaptado de Narayanan et al.
(2020), o qual foi desenhado de acordo com estudos que avaliaram fatores que
possam influenciar a coloragdo completa de neurdnios e glia em varias regides do
cérebro. Especificamente, (a) o tempo minimo necessario para a coloragao neuronal
ideal; (b) a influéncia da alteragdo do pH da solugédo de Golgi-Cox e da solugao de
carbonato de sodio na coloragao; (c) o papel da perfusao ou falta de perfusdo antes
da impregnacéo para coloragéo neuronal ideal; (d) a importancia da concentragéo do
fixador (37% de formaldeido vs 4%) de perfusdo para a coloracéo; (e) o papel do

volume do tecido cerebral na velocidade de impregnacéo; e (f) avaliar a adequagao
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da combinacao desses fatores para a coloragao neuronal ideal em varias regides do
cérebro (NARAYANAN; BAIRY; SRINIVASAMURTHY, 2020).

Foi concluido pelo estudo de Narayanan et al. (2020) que o tempo de
impregnagao foi um fator central responsavel pela coloragéo ideal na técnica atual
modificada. A coloracao neuronal ideal foi alcancada em todo o cérebro apds 72-96
h. O pH das solugdes de coloracdao também foi considerado importante para a
coloracdo neuronal ideal em diferentes regides do cérebro. Sendo assim, os
neurdnios foi bem corado quando o pH da solugdo de Golgi-Cox era 6,5 e o pH da
solucdo de carbonato de sddio era 11,2. Foi verificado que a perfusao salina nao
tenha tido qualquer influéncia significativa na coloragdo neuronal ideal ou glial, mas
a perfusdo de formalina teve um papel significativo na coloragdo especifica da
célula. Quando foi usado formaldeido a 37%, apenas as células gliais foram
coradas. No entanto, quando o formaldeido a 4% foi usado, tanto os neurdnios
quanto a glia foram corados se o cérebro estivesse impregnado por pelo menos 72h
em solugao de Golgi-Cox (NARAYANAN; BAIRY; SRINIVASAMURTHY, 2020).

Observou-se no mesmo estudo que cérebros inteiros exigiram tempos de
impregnagao mais longos para produzir uma boa coloragado em estruturas corticais e
subcorticais em comparacdo com blocos menores. Para coloracao
predominantemente neuronal, € recomendado o protocolo citado sem perfusdo de
formaldeido. Para coloragao especifica de glia, o mesmo protocolo € recomendado,
mas com perfusdo de formaldeido incluida. Além das conclusdes do autor, o
protocolo também foi reproduzido no laboratério onde obteve bons resultados, pois
com 0s novos recursos implementado por Narayanan et al. 2020 tem-se economia
da quantidade de produtos quimicos e reagentes utilizados, simplicidade, velocidade
e adequacado para coloragdo de neurbnios e glia em comparacdo com demais
protocolos (NARAYANAN; BAIRY; SRINIVASAMURTHY, 2020).
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Fotomicrografia apresentando a eficiéncia da coloragédo de Golgi-Cox com impregnagao de todo o
cérebro por 7 dias (i) na coloragdo neuronal ideal no cértex (CTX) e impregnacdo de menor bloco
cerebral em 7 dias (I) Nota: pontas de seta amarelas denotam neurdnios corticais bem corados e
ponta de seta vermelhas denotam vasos sanguineos manchados. Ampliagdo 200x. Barra de escala
50 um. FONTE:(NARAYANAN; BAIRY; SRINIVASAMURTHY, 2020).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Os animais séo provenientes do Biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana. O protocolo de pesquisa foi submetido a
apreciagdo do “Comité de Etica no Uso de Animais” e aprovado sob o nimero 1352,
de 17/03/2020.

Foram utilizados oito camundongos (Mus musculus) machos adultos da
linhagem C57BL/6, com massa corporal entre 20 a 30 g, mantidos em caixas
plasticas, em grupos com no maximo cinco animais, tratados com agua e ragao
comercial ad libitum. A temperatura da sala onde os camundongos estavam
dispostos foi controlada e mantida em 211 °C, sob um ciclo claro/escuro de 12h
(luzes acesas as 07:00).

De acordo com a meta pretendida, programamos trés fases para a execugao
desta pesquisa:

Fase 1: Administracao do peptideo CART;

Fase 2: Execugédo do método de Golgi-Cox;

Fase 3: Captura de imagens e quantificagdo dos dados morfolégicos

neuronais.

4.1.2 Administragao do peptideo CART

Os animais receberam uma solugdo anestésica contendo 0,12 mg/g de
cetamina e 0,018 mg/g de xilazina, via intraperitoneal (i.p.) em veiculo aquoso.
Confirmado o efeito anestésico, iniciamos a tricotomia na regiao dorsal da cabecga e
fixacdo do animal em aparelho estereotaxico (David Kopf Instruments, EUA). O
escalpo foi rebatido para localizagdo do ponto craniométrico bregma, a partir do qual
foram definidas as coordenadas antero-posterior (AP): 0,0 e médio-lateral (ML): 1,1.

Em seguida, realizamos a trepanacdo do cranio seguindo as coordenadas
acima com broca diamantada para assim obtermos uma abertura suficiente para
visualizagdo e remogao da dura-mater, a ponto de permitir a passagem da canula

sem a ocorréncia de lesdo no cértex subjacente. Deste modo, realizamos o implante
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da canula de 1 mm de comprimento, a qual foi acoplada a uma mini-bomba osmatica
1007D (Alzet Company - USA), alojada no dorso do animal e preenchida totalmente
com solugdo contendo o peptideo CART 55-102 (Phoenix Pharmaceuticals, EUA)
em dose de 50 ug/g (Figura 8). A sigla que acompanha a denominagdo da mini-
bomba |he confere a caracteristica de liberar a solucdo contida a uma taxa de
0.5ul/hr, durante 7 dias. Como controle, caracterizamos um grupo cujas mini-bombas
foram preenchidas apenas de salina estéril. As coordenadas foram adaptadas do

atlas estereotaxico do encéfalo do camundongo de Franklin e Paxinos (2019).

FIGURA 8- BRAIN INFUSION KIT 1 3-5 MM (ALZET) AND MICRO-OSMOTIC PUMP
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No sétimo dia péds-cirurgico, foi realizada a eutanasia dos animais com a
administracdo da mesma solugcédo anestésica em dose letal via intraperitoneal (i.p.)
em veiculo aquoso. Confirmada a eutanasia, foi feito o deslocamento cervical,
separacao do escalpo e abertura do cranio. Entdo os encéfalos foram removidos,

blocados e incluidos em solu¢do de Golgi-Cox.
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4.1.3 Execugao do método de Golgi-Cox

O preparo da solugdo Golgi-Cox e tratamento dos cortes foram realizados de
acordo com o protocolo de Narayanan (2020), que descrevemos abaixo, sendo uma
metodologia modificada da técnica original de Golgi (1873).

Para compor a solugdo Golgi-Cox, dissolvemos inicialmente 2,5g dicromato
de potassio (K2Cr20) em 50ml de agua destilada morna (5% concentracao final) e
denominamos de solugdo A; em seguida, dissolvemos 2,5g de cloreto de
mercurio(HgCl2) em 50mL de agua destilada quente (5% concentragao final), que foi
denominada solucdo B. Entdo as solugdes A e B foram misturadas para obtermos
100mL da solugéo C. Por fim, dissolvemos 2g de cromato de potassio (K2CrO4) em
40ml de agua destilada fria, o que denominamos de solugdo D. Ao constatarmos sua
completa dissolugédo, adicionamos 100ml de agua destilada fria para obtermos
140ml de solugdo cromato de potassio 4% (concentracao final). Entdo as solugdes C
e D foram misturadas e ap6s 3h ao abrigo da luz, observamos a formagado de um
precipitado amarelo (cromato de mercurio), filtrado com papel de Whitman.

Deste modo preparamos a solugdo estoque, com pH ajustado para 6,5, e
armazenada em uma garrafa de cor ambar ao abrigo da luz. Desta solugao,
utilizamos 100mL com o pH ajustado para 7 por gotejamento de hidroxido de sédio
(NaOH) a 5%. Ao adicionar NaOH, um precipitado foi observado, em seguida
deixou-se a solucdo repousar durante a noite para ser novamente filtrado. Cada 10
mL desta solucdo foi suficiente para que pudéssemos imergir dois blocos que
compunham as quatro partes em que cada encéfalo dos animais que foram
divididos. As amostras foram armazenadas ao abrigo da luz em temperatura
ambiente por sete dias.

ApdOs esse periodo, os blocos dos encéfalos foram lavados com agua
destilada para remocao de resquicios de precipitados da coloragédo e em seguida
posicionados em vibratomo (VT 1000 S, Leica, Alemanha) para seccionamento no
plano frontal. Para isso, cada bloco de tecido foi montado individualmente no suporte
do vibratomo usando adesivo de cianoacrilato. A bandeja coletora do equipamento
foi entdo preenchida com agua destilada, e ajustado a velocidade da maquina para
8, a frequéncia para 5 Hz e a espessura da seccao para 150 ym. Com auxilio de um
pincel fino as seg¢des coronais foram coletadas e transferidas para placas de cultura

contendo agua destilada.



44

Finalizado o seccionamento, as amostras foram transferidas para cassetes
histolégicos, que sequencialmente, permaneceram em solugdo de carbonato de
sodio 6% (Na 2 CO 3), pH 11,2, por 15min. O pH da solugéo 6% (Na 2 CO 3) é um
fator importante para qualidade da coloragdo neuronal, de acordo com analise de
Narayanan (2020), onde os cortes tratados com essa solugdo e em pH 11,2 obteve
melhor qualidade na impregnacgao dos dendritos e espinhos dendriticos.

Os cassetes contendo os cortes foram enxaguados uma vez em agua
destilada e depois desidratados em solu¢des ascendentes de alcool (70%, 90% e
100%) por 10min. As secgbes foram entdo diafanizadas em xilol por 10min e
montadas laminas histoldgicas de vidro gelatinizadas, utilizando-se o meio diéptrico
DPX (Sigma-Aldrich, USA) e coberto com laminula de vidro (Figura 9).

4.1.4 Captura de imagens e quantificagcao dos dados morfolégicos neuronais

A selecao das seccgdes de encéfalos foi realizada por meio do microscopio de
luz de campo claro Olympus BX51, enquanto para a captura das imagens utilizamos
o scanner de laminas Zeiss\MetaSystem, que conta com O microscopio
AxiolmagerZ2 da Zeiss e o software de captura Metafer da MetaSystems,
localizados no Centro de Tecnologias Avangadas em Fluorescéncia (CTAF)-UFPR.
As imagens adquiridas foram processadas no software MetaViewer V2.1 em objetiva
de até 63x, e selecionadas as areas de interesse onde as imagens foram
convertidas no formato tif. Com auxilio do software Image-J Fiji e pluging Transform
J, quantificamos o padrdo de comprimento e area das ramificacbes dendriticas de
neurbnios espinhosos médio, interneurbnios, bem como a classificagdo dos
espinhos encontrados (Figura 12). O mesmo microscépio Olympus BX51 acoplado a
uma camera fotografica DP72, foi utilizado para captura de imagens das laminas do
grupo Controle Negativo e demais grupos (Figura 13).

Para localizagdo dos nucleos caudado-putame e nucleo accumbens, seja em
l&minas ou em imagens capturadas, utilizou-se como guia o atlas estereotaxico do
encéfalo do camundongo de Franklin e Paxinos (2019). Contudo, a visualizagao da
zona subventricular serviu como referéncia anatdomica para localizar os neurénios e

analisa-los, quanto aos critérios para selegdo de dendritos: (i) ser bem corados e
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apresentar o minimo de artefatos; (ii) ser isolados de células vizinhas para evitar
dendritos “emaranhados”; (iii) possuirem espinhos dendriticos claramente
distinguiveis do fundo e claramente visiveis ao longo do eixo 'Z'.

Para a analise morfoquantitativa dos dendritos e respectivos espinhos
dendriticos, garantimos que as imagens que foram exportadas pela opgao Extract do
MetaViewer V2.1 e processadas no software Image-J Fiji, tiveram sua barra de
escala calibrada de acordo com a objetiva de captura. Neste caso, utilizou-se a
objetiva de 63x que permite maior resolugédo no formato ftif, com isso, foi calibrada
para 9.8 pixel/um com RBG color e submetida a contraste automatico, seguindo as
recomendagdes do CTAF. Para as imagens fotografadas no microscépio Olympus
BX51 e processadas no software Cell *F em formato tif, no Image-J Fiji foram
submetidos a uma calibragdo de acordo com a escala adquirida nas fotografias obtidas
na objetiva de 40x com Zoom de 2x em campo claro, com a mesma qualidade da
objetiva do scanner de laminas, e sem escala de cinza, seguindo as recomendag¢des do
CTAF, foram calibradas em 11.76 pixel/um, nas quais os valores de comprimento e
area foram reprodutiveis.

Foram estudados oito camundongos agrupados em trés grupos: Grupo CART
composto por quatro camundongos que receberam peptideo CART, denominados:
CART 1, CART 3, CART 5 e CART 6; o Grupo SALINA, com dois camundongos que
receberam solucao salina estéril, denominados: SALINA 2 e SALINA 4, e o Grupo
Controle Negativo (CN) formado por dois camundongos que n&o foram expostos a
processos cirurgicos, sendo as primeiras amostras dos testes-piloto, denominados
Controle Negativo 1 e Controle Negativo 2. Foram analisadas doze |laminas, sendo
quatro cortes de encéfalos para cada grupo. O total de dendritos obtidos por grupo
para cada regido foi: Acb 110 (cento e dez) e CPu 80 (oitenta) dendritos, valor
estipulado de acordo com o limite maximo que foi adquirido no primeiro corte e
padronizado para os demais, sendo assim foram analisados num total de 570
dendritos.

Neste presente estudo, os dados morfoquantitativos analisados para cada
dendrito e espinho dendritico, calculou-se: area (um?), comprimento (um), bem como
classificou-se o tipo de espinho dendritico encontrado de acordo com os trabalhos
de Dall’Oglio et al. (2015) e Guerra et al. (2023) onde foram detectados baseados na
presenca de protuberancias em uma unica haste e forma aparentes da cabeca,

como mostrado na Figura 11 e descritos na Tabela 1.
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Visualizagdo da estrutura neuronal apés método de Golgi-Cox de Narayanan et al. (2020) em
camudongos (imagens do autor). Nota-se o correto delineamento do corpo celular, suas projecdes
dendriticas e axoénios varicosos de passagem. A) Irradiacdo de dendritos do corpo celular, dendrito
primario (ponta da seta) e axénio de outro neurdnio (seta maior) com protuberancias varicosas. B)
Numerosos e longos dendritos formam uma rede de comunicagdo esparsa e sob diferentes planos

de foco, como exemplo de condicbes de estudo das ramificagbes dendriticas secundarias. (seta
menor).Barra de escala 50um.

FIGURA 10- TIPOS DE ESPINHOS DENDRITICOS

I
50 pm

Fotomicrografias obtidas no scanner de laminas captura em objetiva de 63x. (a) Cogumelo; (b) Fino;
(c) Espesso; (d) Ramificado; (e) Filopddio; (f) com espicula.
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FIGURA 11- CORTE DE ENCEFALO DE CAMUNDONGO

200 ym

Fotomicrografias com escala de cinza no formato tif obtidas pelo scanner de laminas Zeiss/Metasyste
software V2 1. Imagem a esquerda capturada em objetiva de10x e a imagem a direita captura em 63x
para analise dos espinhos dendriticos.

FIGURA 12- IMAGEM TIF PROCESSADA NO SOFTWARE IMAGE-J FIJI PARA ANALISE
MORFOQUANTITATIVA DOS DENDRITOS E ESPINHOS DENDRITICOS
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FIGURA 13- CORTE DE ENCEFALO DE CAMUNDONGO

Bregma 3.4mm

200 pm

Fotomicrografias no formato tif obtidas pelo microscépio Olympus BX51 software Cell * F. Imagem do
corte a esquerda capturada em objetiva de10x e a imagem do dendrito a direita captura em 40x com
Zoom de 2x para analise dos espinhos dendriticos.

FIGURA 14- DENDRITO ISOLADO DE NEURONIO ESPINHOSO MEDIO NA REGIAO DO NUCLEO
ACCUMBENS.

Fotomicrografia no formato {if obtida pelo microscépio Olympus BX51 software Cell * F na objetiva de
40x com Zoom de 2x para analise dos espinhos dendriticos, sem a escala de cinza. Classificagdo de
acordo com a Figura 5 e11. Barra de escala 25 ym.
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4.1.5 Analise estatistica

Os dados da quantificagdo foram analisados no programa GraphPad Prism
8.4.2, utilizando a analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste Tukey para
comparagao dos valores de comprimento e area entre os trés grupos independentes
nas regides do nucleo accumbens e caudado-putame, sendo definido para
significancia que * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001. Os resultados foram

descritos em média e desvio padrao.
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5. RESULTADOS

5.1 Quantificagao e morfologia dos subtipos de espinhos dendriticos

A impregnacdo do Golgi-Cox resultou em uma coloragédo escura dos
neurdnios sob um fundo claro que possibilitou a analise morfoldgica pretendida, bem
como a quantificacdo dos dendritos e dos espinhos dendriticos de neurbnios
estriatais. As imagens capturadas e digitalizadas pelo scanner de laminas do CTAF
permitiram uma alta-resolucao e precisao na visualizagao, bem como a classificacédo
dos tipos de espinhos dendriticos encontrados no nucleo accumbens e caudado-
putame. Também utilizamos como fonte de imageamento o microscépio Olympus
BX51, também do CTAF, sem prejuizo para visualizacdo e classificagdo dos
espinhos.

A classificagdo dos espinhos ocorreu de acordo com as descricbes de
Arellano et al. (2007), Brusco et al. (2010) Gonzalez-Burgos et al. (2012), Gonzalez-
Ramirez, M. M. et al. (2014), Dall'Oglio, A. (2015).Tanto a medi¢gado de dendritos,
espinhos dendriticos e sua classificacéo foram realizados por meio do Image-J Fiji.

Foi observado que o grupo CART no Acb e no CPu obteve uma quantidade
maior no total de espinhos dendriticos com relagdo aos grupos SALINA e Controle
Negativo (Graficos 2 e 4), além da maior incidéncia do subtipo de espinho Espesso,
comparando todos os grupos € em ambas as regides estudadas. Os subtipos
Filopddio e com espicula tem sido mais raros de serem encontrados. A quantidade
de espinhos por subtipo do grupo CART com relagdo ao grupo controle SALINA e

Controle Negativo podem ser comparadas em cada regiao nos Graficos 1 e 2.
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GRAFICO 1- TOTAL POR SUBTIPOS DE ESPINHOS DENDRITICOS NO NUCLEO ACCUMBENS

m CART mSALINA = CN

1504
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996

554
404
151
49 34 5 45 38 15 ; g 7 2 11
_ I == —
Cogumelo Fino Espesso Ramificado Filopédio com espicula

Total por subtipo encontrados em 110 dendritos de cada grupo. O subtipo Espesso apresentou-se em
maior quantidade nos grupos estudados.

GRAFICO 2- TOTAL DE ESPINHOS DENDRITICOS NO NUCLEO ACCUMBENS

H Total

2,044

1,760
1,551

CART SALINA

Total de espinhos dendriticos encontrados em 110 dendritos de cada grupo. Grupo CART
apresentou-se em maior quantidade de espinhos dendriticos.
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GRAFICO 3- TOTAL POR SUBTIPOS DE ESPINHOS DENDRITICOS NO CAUDADO-PUTAME
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Total por subtipo encontrados em 80 dendritos de cada grupo. O subtipo Espesso apresentou-se em
maior quantidade nos grupos estudados.

GRAFICO 4- TOTAL DE ESPINHOS DENDRITICOS NO CAUDADO-PUTAME

H Total

1,280 1,267

CART SALINA

Total de espinhos dendriticos encontrados em 80 dendritos de cada grupo. Grupo CART apresentou-
se em maior quantidade de espinhos dendriticos.
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5.2 Quantificagcao do comprimento dos dendritos e dos subtipos de espinhos

dendriticos

A quantificagdo do comprimento (um) dos dendritos bem como seus espinhos
dendriticos foi realizada de forma manual por meio de Image-J Fiji.

Em nosso trabalho de andlise dos dendritos determinamos um padréo de
ramificacdo dendritica num comprimento de faixa entre 20.000 a 200.000 pym, sendo
que a média do comprimento desses dendritos no Acb foi de 78.400 ym e no CPu
67.710 um, considerando que os tamanhos variados de dendritos, sdo derivados de
diferentes tipos de neurdnios encontrados no estriado, como os interneurénios e
neurdnios espinhosos de tamanho médio. Para quantificagdo do comprimento dos
subtipos de espinhos dendriticos foi realizada adaptagéo das analises de Dall'Oglio,
A. (2015) e Grider, M.H et al. (2006).

As médias de comprimento foram comparadas entre os trés grupos
analisados usando o teste Tukey para avaliar a diferenga significativa. Neste estudo,
observou-se que o grupo Controle Negativo possui, no Acb, espinhos dendriticos
com 0s maiores comprimentos, considerando os tipos: Cogumelo (4.159+1.100),
Fino (3.628+0,9125), Espesso (4.530+67.20), Ramificado (5.546+1.280) e com
espicula (4.713£0.6839), com relacdo aos grupos CART e SALINA (*** p < 0.001)(**
p < 0.005); as diferengas obtidas pelo grupo CART nos subtipos mencionados foram
respectivamente de -0.8991; -1.440, -1.404; -1.906, -1.426 um, enquanto o tipo
Filopédio ndo obteve diferenga significativa entre os grupos. Ademais, o Grafico 5
apresentou maior desvio padrdao no comprimento dos subtipos, pois um mesmo
subtipo de espinho possui variagdes em sua morfologia e consequentemente tendo

medidas morfologicas diferentes.
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GRAFICO 5- QUANTIFICACAO DO COMPRIMENTO ENTRE OS SUBTIPOS DE ESPINHOS
DENDRITICOS NO NUCLEO ACCUMBENS
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Média e desvio padrao do comprimento dos subtipos de espinhos dendriticos encontrados em 110
dendritos de cada grupo. Sendo definido * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001 para os valores de
significancia.

Enquanto na regido do CPu, o grupo Controle Negativo também apresentou
maior comprimento dos subtipos de espinhos dendriticos: Cogumelo (4.057+0.9307),
Fino (3.575+0.9178), Espesso (2.615+0.9754), Ramificado (5.181+1.314) com
relagcdo aos grupos CART e SALINA (*** p < 0.001), tais diferengas obtidas pelo
grupo CART nos subtipos mencionados foram respectivamente de -0.9195; -1.242, -
1.031; -1.400 pm, os subtipos Filopddio e com espicula ndo obtiveram diferenca
significativa entre os grupos, para mais, no Grafico 6 apresentou maior desvio

padrao no comprimento dos subtipos.
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GRAFICO 6- QUANTIFICAGCAO DO COMPRIMENTO ENTRE OS SUBTIPOS DE ESPINHOS
DENDRITICOS NO CAUDADO-PUTAME
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Média e desvio padrao do comprimento dos subtipos de espinhos dendriticos encontrados em 80
dendritos de cada grupo. Sendo definido * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001 para os valores de
significancia.

Sobre o comprimento dos dendritos, o grupo CART possui 0s maiores valores
(*** p < 0.001) para o Acb e CPu em comparagao com o grupo Controle Negativo
(Tabela 2).

TABELA 2- COMPRIMENTO DOS DENDRITOS NO NUCLEO ACCUMBENS E CAUDADO-PUTAME
Regides/ Grupo CART (M%P) (um) CN (M%P) (am)
Acb 97.54+41.66 46.05+26.70
CPu 78.04144 .47 46.85+26.58
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5.3 Quantificagdo da area dos dendritos e dos subtipos de espinhos

dendriticos

Nos resultados apresentados foi observado que o grupo Controle Negativo
apresentou, no Acb, os seguintes subtipos de espinhos dendriticos com a maior area
(um?): Fino (324.1+£86.39), Espesso (216.0+63.18), Ramificado (489.9+119.3), com
relagdo aos grupos CART e SALINA (*** p < 0.001), tais diferengas obtidas pelo
grupo CART nos subtipos mencionados foram respectivamente de -100.4;-109.7; -
120.6 um?. Em contrapartida, o grupo SALINA (389.5£114.2) mostrou um aumento
significativo da area do subtipo de espinho Cogumelo em comparagdo com 0s
Grupos Controle Negativo e CART(* p< 0.05), com diferenga respectiva de -0.2918 e
-0.6072 pm?. Entretanto, ndo houve diferenga significativa nos subtipos de espinhos
Filopédio e com espicula entre os grupos. No Grafico 7 € notado que todos os

subtipos mostraram maior dispersdo nas médias de area.
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GRAFICO 7- QUANTIFICACAO DA AREA ENTRE OS SUBTIPOS DE ESPINHOS DENDRITICOS
NO NUCLEO ACCUMBENS
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Média e desvio padrao da area dos subtipos de espinhos dendriticos encontrados em110 dendritos
de cada grupo. Sendo definido * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001 para os valores de significancia

No CPu, o grupo Controle Negativo também apresentou subtipos de espinhos
dendriticos com maior area: Cogumelo (373.2+94.59), Fino (335.5+96.18), Espesso
(243.2£106.1) e Ramificado (507.9+147.7) com relagédo aos grupos CART e SALINA
(** p < 0.001); tais diferengas obtidas pelo grupo CART nos subtipos foram
respectivamente de -63,54; -104,4;-84,56; -128,6 uym? O subtipo Filopddio nao
obteve diferenga significativa, e com espicula ndo apresentou diferenga devido a
quantidade inferior ao limite do teste para analise estatistica. Assim como na regiao
do Acb, no CPu, conforme mostrado no Grafico 8, todos os subtipos dos grupos
estudados possuem maior dispersdo nas médias de area por causa da variacao

encontrada nos subtipos dos espinhos.
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GRAFICO 8- QUANTIFICACAO DA AREA ENTRE OS SUBTIPOS DE ESPINHOS DENDRITICOS
NO CAUDADO-PUTAME
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Média e desvio padrao da area dos subtipos de espinhos dendriticos encontrados em 80 dendritos de
cada grupo. Sendo definido * p < 0.05, ** p < 0.005, *** p < 0.001 para os valores de significancia.

Ja em relacdo a area dos dendritos — e ndo mais dos espinhos dendriticos - o
grupo CART (*** p < 0.001) também possui 0s maiores valores para as regides Acb

e CPu em comparagao com ao grupo Controle Negativo.

TABELA 3- AREA DOS DENDRITOS NO NUCLEO ACCUMBENS E CAUDADO-PUTAME
Regiées/ Grupo CART (MP) (um?) CN (M%P) (um?)
Acb 10.260+4.498 4.167+2.421
CPu 8.16314.962 4.399+2.518
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FIGURA 15- REGIAO CAUDADO-PUTAME COM FIBRAS DE CORRENTE MIGRATORIA

N

ec

Fotomicrografia no formato tif obtida pelo microscépio Olympus BX51 software Cell * F na objetiva de
20x com Zoom de 2x. Sem a escala de cinza. Linha em vermelho representa a regido onde se
encontra as fibras de corrente migratéria, e linha em azul representa a regido de saida das fibras, a
seta indica uma das fibras encontradas. Legenda: CPu- Caudado-putame, ec- capsula externa , LV-
Ventriculo Lateral. Barra de escala 50 um.

FIGURA 16- EXEMPLO DE UMA FIBRA DE CORRENTE MIGRATORIA ENCONTRADA NA REGIAO
DO CAUDADO-PUTAME

Fotomicrografia no formato tif obtida pelo microscépio Olympus BX51 softwar eCell * F na objetiva de
40x com Zoom de 2x.Sem a escala de cinza. Fibra migratéria rostral, nota-se a presenga de poucos
espinhos dendriticos e apresentando maior incidéncia do subtipo (c) Espesso. Barra de escala 25 ym
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6. DISCUSSAO

6.1 Quantificagao e morfologia dos subtipos de espinhos dendriticos

Neste trabalho foi observado que o grupo de camundongos em que foi
administrado peptideo CART apresentou mais espinhos dendriticos, em relagéo aos
controles, em ambas as regides estudadas.

De acordo com Segal (2010) supde-se que o numero de espinhos esteja
relacionado com o numero de sinapses, assim como o tamanho fisico é refletido na
frequéncia das correntes pds-sinapticas excitatorias. No entanto, varias observacoes
recentes n&do estdo de acordo com essas generalizagdes, exigindo uma reavaliagao
do modelo: a dimensao da coluna dos espinhos e as respostas sinapticas nem
sempre estdo correlacionadas. Propde-se que os espinhos sejam formados e
moldados pela atividade continua da rede neural, ndo necessariamente por um
evento de ‘aprendizagem’, na medida em que, na auséncia de tal atividade, novos
espinhos ndao sao formados e os existentes desaparecem ou se convertem em
filopodios e finos. Na auséncia de espinhos, os neurbnios ainda podem manter
sinapses com fibras aferentes, que agora podem terminar em seu eixo dendritico
(SEGAL, 2010).

No presente estudo, foi observada a auséncia ou poucos espinhos dendriticos
encontrados em algumas fibras de corrente migratéria rostral (Figura 16), que tem
saida da SVZ em diregao ao bulbo olfatério, nas quais sao fibras longas, plasticas e
que funcionam como um trilho para migragao durante periodo neurogénico. Mesmo
com poucos dendritos, as sinapses dopaminérgicas, GABAérgicas e colinérgicas
que regulam esse nicho mantém-se (HOGLINGER; RIZK; MURIEL; DUYCKAERTS
et al., 2004; LENNINGTON; POPE; GOODHEART; DROZDOWICZ et al., 2011;
PALLOTTO; DEPREZ, 2014)

Como o estriado e o nucleo accumbens estdo parcialmente inseridos em
territérios onde residem precursores neurais especificos para a formagao de novos
neurénios do bulbo olfatério: a zona ventricular-subventricula (V-SVZ), € comum
encontrar essas fibras inervando essas regides (MERKLE; FUENTEALBA;
SANDERS; MAGNO et al., 2014) (Figura 15 e 16).
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Em contrapartida, em doencas em que ocorre a perda dos espinhos
dendriticos, os neurbnios s&o menos capazes de lidar com as grandes entradas
sinapticas sobre seus eixos dendriticos, e essas entradas podem levar a sua
eventual morte, pois os espinhos dendriticos protegem os neurdnios de aumentos
induzidos pela atividade sinaptica nas concentragdes intracelulares de calcio
(SEGAL, 2010). Assim como ocorre na doenca de Alzheimer, os espinhos sao
rapidamente perdidos, sugerindo descontrole do mecanismos de manutencao, os
quais podem estar envolvidos com o declinio cognitivo observado nesses pacientes
(POPUGAEVA; BEZPROZVANNY, 2014).

Nao obstante, foi observada uma predominancia dos subtipos de espinhos,
Espesso e Fino, com relacdo aos demais subtipos nas regides estudadas. De
acordo com Bourne et al. (2010) espinhos dendriticos mais finos sdo geralmente
mais plasticos e considerados “espinhos de aprendizagem”, refletindo um grau mais
alto de conectividade sinaptica. E os Espessos possuem sinalizagdo mais rapida que
pode resultar na capacidade de sustentar correntes sinapticas mais fortes; no
entanto, os dois tipos sdo considerados imaturos € menos estaveis, pois estao
relacionados com maior capacidade de plasticidade (CHEN; SABATINI, 2012).

O subtipo de espinho com maior incidéncia encontrado nos trés grupos
analisados, principalmente no grupo CART foi o Espesso que, segundo o estudo de
Christoffel et al. (2011), alguns fatores como estresse influencia no aumento da
densidade do tipo Fino e Espesso, indicando a plasticidade estrutural induzida por
esse fator assim como em processos inflamatérios, resultando em aumento de
espinhos dendriticos e arborizagdo dendritica em algumas areas do cérebro, neste
caso, o Acb e CPu.

No presente estudo a administracdo do peptideo CART pode ter corroborado
em conjunto com outros fatores, como a acdo da micréglia, matriz extracelular,
neurotransmissores, entre outros neuropeptidios no brotamento de espinhos
dendriticos mais plasticos, e nas de alteragdes morfolégicas. Como observado nos
estudos de Liu et al. (2016) que demonstrou os efeitos neurorregenerativo do
peptideo CART em camundongos com AVC, envolvido no aumento da proliferagao
de células neuroprogenitoras, migragdes, reinervagdo e recrutamento de

neuropeptideos.
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6.2 Quantificagdo do comprimento e area dos dendritos e dos subtipos de

espinhos dendriticos

A éarea das estruturas dos neurbnios esta relacionada com a resisténcia
exercida sobre o impulso trazido de outros neurénios pelos dendritos, assim como o
comprimento dos dendritos tem influéncia direta na transmissdo do impulso de
entrada, sendo que essas medidas morfolégicas podem nos dizer a respeito da
plasticidade neuronal (RALL, 2011).

A quantificagdo do comprimento e da area do grupo Controle Negativo nos
subtipos de espinhos dendriticos Fino, Espesso e Ramificado no Acb apresentaram
maiores médias com relagdo ao grupo CART e SALINA, com excegado ao subtipo
Cogumelo, onde o grupo SALINA mostrou maior média da area. Isso também foi
observado no CPu, mas incluindo o subtipo Cogumelo.

Contudo, os espinhos podem sofrer modificagdes em sua morfologia e esse
processo reflete no rearranjo rapido do citoesqueleto de actina em seu interior, o que
pode levar a mudanga no tamanho e no numero de espinhos (OERTNER; MATUS,
2005; TADA; SHENG, 2006). No entanto, a variagado observada entre as médias de
comprimento e area entre os grupos estudados também esta relacionada com
diferentes formas encontradas nos subtipos Cogumelo, Fino, Espesso e Ramificado,
pois estdo associadas com as variacbes elétricas e bioquimicas locais, sendo
dependentes da demanda de atividade sinaptica sobre si (YUSTE, 2011; 2013).

Sabe-se que a imunorreatividade as fibras CART € mais densa na regido
Shell do Acb em relagédo ao CPu (HEIMER; VAN HOESEN, 2006), o que corrobora
com os achados no presente estudo, na qual a contagem maior de dendritos foi
observada no Acb apds administragao do peptideo CART.

Embora esperassemos que o peptideo CART, devido sua ampla
funcionalidade no encéfalo e contribuicdo na plasticidade, pudesse influenciar nas
alteragcdes morfologicas dos espinhos dendritico, e tenhamos observado tais
alteracdes, essas ocorreram principalmente nas medidas morfolégicas de espinhos
considerados plasticos, como o tipo Espesso. A comparagao visual em relagdo ao
tamanho dos subtipos entre os grupos torna-se mais dificil e por este motivo
conseguimos uma melhor analise comparativa por meio da média das medidas.

Também existe a suposigdo de que a morfologia da coluna do espinho pode

afetar a carga sinaptica (SEGAL, 2010). Acreditava-se que a coluna dos espinhos
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dendriticos ndo era uma barreira para transferéncia do potencial sinaptico para o
dendrito de origem. No entanto, evidéncias sugerem que uma sinapse do eixo
produz uma corrente sinaptica maior registrada na soma do que uma sinapse da
coluna espinho, pois ele € necessario para protecdo dos neurdnios no controle do
influxo de Ca?" que pode ativar processos apoptoéticos levando a morte celular
(FISHBEIN; SEGAL, 2007).

Nos experimentos de Pipel & Segal (2004) foram realizadas transfecg¢des de
neurénios hipocampais cultivados com Rho GTPase constitutivamente ativa,
verificou-se que houve eliminagao de espinhos e encolhimento de dendritos, mas as
sinapses ainda estavam presentes nos dendritos desses neurbnios e produziram
sinapses maiores do que os controles, indicando que as sinapses do eixo
provavelmente produzem correntes sinapticas maiores do que as sinapses da
coluna (SEGAL, 2010). Desta maneira, em outros experimentos indicavam que a
coluna do espinho dendritico pode atuar como uma barreira para a entrega da
corrente sinaptica da sinapse na cabega da coluna para o dendrito (ASHBY; MAIER,;
NISHIMUNE; HENLEY, 2006), o que pode explicar a redugéo na corrente sinaptica
com a distancia entre a cabeca da coluna do espinho até o eixo, e a observacgao de
que as sinapses nos Filopddios sdo menos eficazes do que as sinapses da coluna
dos Espessos.

Portanto, alguns estudos tém demonstrado que espinhos mais longos
possuem uma densidade menor de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA pés-
sinapticos, e respondem mantendo uma corrente de entrada menor registrada na
soma, enquanto que as maiores e mais rapidas respostas sao observadas com
sinapses atarracadas “Espessos” ou em eixo, isto €, os espinhos dendriticos
possuem formas, composicdo e distribuicdo de receptores diferentes mesmo
fazendo parte de um mesmo dendrito e tipo de neurdnio e que isso esta relacionado
com plasticidade sinaptica (BELL; LEE; RANGAMANI, 2023; KORKOTIAN; SEGAL,
2007)(Figura 18).
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FIGURA 17- ILUSTRAGAO ESQUEMATICA DAS RELACOES ENTRE TAMANHO DA COLUNA E
DENSIDADE DE RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

FONTE: (SEGAL, 2010).

Esse processo pode ser comparado com 0 que ocorreu no experimento com
peptideo CART, por apresentar maior incidéncia dos subtipos Fino e Espessos com
isso gerando respostas mais rapidas ao um estimulo externo, sendo observados nas
alteracdes das medidas morfolégicas encontradas nos grupos, portanto, para essa
comprovagao é necessario realizar um estudo complementar de estimulagdo dos
receptores sejam glutamatérgicos ou dopaminérgicos, como foi realizado com a
estimulacédo de fotdlise no estudo citado. Entretanto, o grupo SALINA mostrou um
comportamento semelhante ao grupo CART ao verificar a média do comprimento e
area dos espinhos, tendo em vista que pode ter relacdo com efeitos ocasionados
pelo estresse e/ou processos inflamatérios, devida a cirurgia que os dois grupos de
animais foram submetidos.

Ao passo que, a média do comprimento e da area dos dendritos do grupo
CART ¢ significativamente maior em comparagdo com o grupo Controle Negativo
nas regides estudadas, mas contendo espinhos dendriticos com menores medidas
morfoldgicas, neste caso, as sinapses podem estar mais concentradas no eixo do
dendrito com maior corrente sinaptica nessas células. Segundo Bell et al. (2023) em
neurdnios espinhosos médios, as sinapses do eixo tém maior probabilidade de
serem prejudiciais ao neurdnio central do que nas sinapses da coluna. Desta forma
0os espinhos mais plasticos como Espesso, podem tanto ter relacdo com uma
transmissao mais rapida do contato sinaptico de sua cabeca ao eixo dendritico como

manter sua neuroprotec¢do, pois sua auséncia seria prejudicial.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Acreditamos que a técnica de coloragdo Golgi-Cox cumpriu com seu
propdsito, permitindo uma analise morfolégica dos dendritos e espinhos dendriticos
de neurbnios estriatais, bem como a quantificacdo semiautomatizada das medidas
morfolégicas no software Image-J Fiji. Existem algumas limitacées da técnica de
Golgi-Cox, quanto a espessura do corte, fazendo com que algumas analises dos
dendritos fossem isoladas de forma que sua origem fosse desconhecida, e com isso
obtendo-se tamanhos de comprimento variados. E inerente a técnica a formagao de
precipitados nos reagentes que compdéem a solugdo Golgi-Cox mesmo apds o
processo de filtragem, desta forma, alguns cortes apresentaram nas imagens
capturadas com precipitados nos dendritos, sendo um dos motivos de critério de
exclusao para analise.

Comparado aos demais trabalhos que utilizaram a técnica Golgi-Cox em
microscopia de campo claro, aliado com outras técnicas de revelacdo e
equipamentos, para analise dos espinhos dendriticos, este trabalho utilizou o
equipamento scanner de laminas como uma forma alternativa de utilizar apenas um
método preciso para analise morfolégica, na qual obtivemos as classificagdes
satisfatérias dos subtipos de espinhos que corresponderam com as classificacoes
obtidas em diferentes métodos de aquisicdo de imagens e reconstrugdo 3D.
Entretanto, devido a indisponibilidade do equipamento, e para completar o numero
amostral de dendritos e espinhos dendriticos, foi necessaria a utilizacdo do
microscopio Olympus BX51 para aquisicdo das imagens, que também apresentou
qualidade e nitidez das estruturas dos neurénios.

Para adquirir medidas morfoldgicas, utilizou-se um software gratuito e de facil
acesso, todavia, considerando que a analise foi realizada em imagens capturadas
em diferentes equipamentos, e para obter as medidas de forma precisa, realizaram-
se as devidas calibragdes de escala. Embora o processo seja semiautomatizado, as
medicbdes foram feitas de forma manual, pois devido a variagcbes dos subtipos de
espinhos, existe a limitacdo de padronizacdo de medidas e que séo de dificil acesso
em outros softwares de medi¢cdo automatizada, o0 mesmo se aplica aos neurbnios
espinhosos médios.

As técnicas de medicdo de dendritos dependem de uma programacgao

manual, como no caso citado, ou de programas comerciais, além disso, a parte mais
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critica para reconstrugao digital é: pré-processamento da imagem do microscépio
que precisa do alinhamento de varias imagens que depende do microscépio usado,
segmentacdo da soma, segmentacdo de estruturas ramificadas e sé&o
potencialmente caros, portanto, a desvantagem deste tipo de método é o erro de
precisdo em estruturas complexas, como no caso dos neurbnios espinhosos médio.

Por este motivo o presente trabalho abordou uma ferramenta mais simples de
dominio publico para quantificacdo, usando o Image-J Fiji, com possibilidade de
desenvolver seus préprios plugins e macros baseado em Java, e como uma
alternativa menos dispendiosa para computadores. Esta técnica foi validada em
alguns trabalhos realizados por Grider, M.H. et al. (2006), que se mostrou eficiente
com relacdo a automatizagao para quantificacdo de dendritos e axdnios.

De acordo com as analises de medidas morfolégicas dos subtipos de
espinhos, mas principalmente no Espesso, sugere a contribuicdo do peptideo CART
no aumento da transmissdo da corrente elétrica concentrada no eixo dendritico,
sobretudo, as medidas de area e comprimento demonstraram ser menores nesse
subtipo comparado ao grupo Controle Negativo, assim como em outros subtipos.
Com base nesses dados existe uma possivel relagdgo do CART com a
neuroplasticidade, visto que o tamanho e o tipo da coluna sao determinantes
importantes da forga sinaptica (CHEN; SABATINI, 2012; FOX; FIGUEIREDO;
MENKEN; LOBO, 2020).

Como observado nos estudos de Fox, M.E (2020) que espinhos Espessos
nao possuem uma coluna/pescoc¢o definida e estdo mais firmemente acoplados ao
seu dendrito parental/de origem. Desta forma, uma mudanga no numero de espinhos
desse subtipo pode exercer uma influéncia proporcionalmente maior na fisiologia
neuronal, porém também foi observado um aumento na quantidade do mesmo
subtipo nos grupos SALINA e Controle Negativo, acredita-se que mesmo antes de
estimulos enddgenos ou exdgenos, espinhos tanto do subtipo Fino e Espesso
podem estar em maior proporgao.

Logicamente, para a comprovagao da relagdo entre peptideo CART e
neuroplasticidade ainda faz-se necessarios outros ensaios para corroborar com as
observacdes do presente estudo, e que possam esclarecer um provavel papel do
neuropeptideo CART no brotamento e modificacbes estruturais de espinhos
dendriticos em neurdnios situados em areas cerebrais de imunorreatividade ao
CART.
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Entre essas sugestdes, pode-se avaliar a densidade da coluna de espinhos
dendriticos, neste caso, os subtipos Espessos, pois ainda nao esta claro quanto a
plasticidade da coluna de espinhos dendriticos e de dendritos nos neurbnios
espinhosos médios. Portanto, as medidas fornecidas de comprimento e &area
compreendem a estrutura completa do espinho dendritico, incluindo cabeca e
coluna, sabe-se que por meio dessas medidas verifica-se que existem entradas
sinapticas e morfologias neuronais alteradas que também sao impulsionadas pela
expressao genética modificada, como por exemplo, a remodelagao de citoesqueleto,
mas que 0s mecanismos para o aumento da formagao de espinhos em neurbnios
espinhosos médios permanecem desconhecidos. Deste modo, os parametros
analisados no presente estudo, podem demonstrar a distribuicdo de receptores na
membrana pos-sinaptica, motilidade, estabilidade dos espinhos e a difusdo de ions e
moléculas entre espinho e ramo dendritico (YUSTE, 2011). Pois, a variagao
morfolégica dos espinhos pode estar relacionada com a atividade sinaptica
processada por este espinho (ALVAREZ; SABATINI, 2007).

Para avaliar mudangas na morfologia da densidade da coluna, poderia utilizar
a técnica de marcagao viral como mostrado no trabalho de Fox M.E (2020), para
caracterizar a morfologia da coluna dendritica, especificamente de neurbnios
dopaminérgicos, neste caso, que expressam receptores do tipo D1 e D3 (receptor
relacionado com a regulagdo do mRNA de CART) apds administragdo do peptideo
CART, visto que esse neuropeptideo tem acdo em diferentes receptores, deste
modo poderemos observar se o efeito do peptideo causara um aumento da
densidade da coluna, pois tem correlacdo com comportamento e plasticidade
estrutural, podendo ser visualizado em imunofluorescéncia com imagem 3D para
comparacao das densidades de colunas entre os subtipos de espinhos.

Portanto, este estudo tem por finalidade contribuir fornecendo dados de
aspectos morfoquantitativos para demonstrar possivel envolvimento do peptideo

CART em processos de neuroplasticidade.
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8. CONCLUSAO

e O subtipo de espinho dendritico Espesso foi encontrado em maior incidéncia nos
trés grupos analisados, principalmente no grupo que recebeu peptideo CART,

em ambas as regides estudadas;

e Tanto no Acb quanto no CPu os subtipos de espinhos dendriticos encontrados
nos neurdnios estriatais do grupo CART e SALINA, apresentaram meédias de
comprimento e area significativamente menor em relagcdo ao grupo Controle
Negativo, podendo essa semelhancga entre os grupos esta relacionado com os
efeitos ocasionados pelo estresse e/ou processos inflamatérios, visto que os

animais de ambos grupos passaram por procedimento cirurgico;

e Medidas de comprimento e area dos dendritos no grupo CART séao
significativamente maiores em comparagdo com o grupo Controle Negativo,
podendo esta relacionado com as variacbes de tamanho encontrados em

diferentes neurénios analisados;

e As alteragdes morfoldgicas encontradas no subtipo Espesso do grupo CART em
comparagao ao grupo Controle Negativo, sugerem o envolvimento do peptideo
CART em conjunto com os demais neurotrasmissores e neuropeptideos no
processo de transmissao sinaptica de forma mais rapida e concentrada no eixo
dendritico de neurbnios estriatais nas regides estudadas, indicando sua

participacao na neuroplasticidade.
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