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RESUMO

O complexo pulvinar desempenha um papel fundamental no processamento e transmissao de
informacdes entre &reas corticais. Este complexo recebe entradas de vérias areas dos principais
sistemas sensoriais, assim como do cértex, e se projeta para areas de associa¢do do cortex
cerebral sendo considerado dessa forma como um complexo associativo. Essa estrutura ndo €
identificavel em roedores ou em outros pequenos mamiferos. No entanto, em primatas o
complexo pulvinar ocupa grande parte do talamo e € um componente do sistema visual
subcortical, visto que este recebe aferéncias da retina e coliculo superior e apresenta conexdes
reciprocas para varias areas do neocortex. Classicamente, essa estrutura apresenta quatro
subdivisbes baseadas na densidade neuronal e distribuicdo de fibras: inferior, medial, lateral e
anterior, sendo as trés primeiras envolvidas no processamento visual. A senescéncia inclui
alteracbes desenvolvidas no organismo de um ser vivo, diretamente relacionadas a sua
evolucdo no tempo, sem nenhum mecanismo de doenca reconhecido. Ja a senilidade, pode ser
definida como condicdes que afetam o individuo no decorrer da vida baseadas em mecanismos
fisiopatologicos. Dessa forma, o envelhecimento pode ser caracterizado como um processo
bioldgico de diminuicao da funcéo fisiologica que envolve alteragdes neuroldgicas associadas
ao declinio cognitivo, podendo o individuo ser acometido de doencas neurodegenerativas
durante o avanco da idade. O sagui (Callithrix jacchus) é um primata do Novo Mundo de habito
diurno e orientagdo visual que vem sendo utilizado em pesquisas biomédicas em virtude da sua
proximidade filogenética com seres humanos. Nosso objetivo foi realizar uma caracterizacao
citoarquiteténica do complexo pulvinar nesta espécie realizando uma analise comparativa entre
dois grupos: animais adultos e animais idosos, evidenciando suas subdivisdes e identificando
a distribuicdo dos neurdnios, terminais axonicos e células gliais nas subdivisdes deste
complexo. Para tanto foram utilizadas técnicas histoquimica e imunoistoquimica, além de
injecdo intraocular de tracador neuronal para exibir as subdivis@es, distribuicdo neuronal,
células gliais, além de fibras/terminais neste complexo. Todos os experimentos foram
aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da UFRN (CEUA-UFRN N°
009.013/2017). Nossos resultados confirmam a presenca de subdivisées no complexo pulvinar
em nucleo pulvinar anterior (APul), ndcleo pulvinar medial (MPul), ndcleo pulvinar lateral
(LPul) e nucleo pulvinar inferior (IPul) apresentando este ultimo quatro subnucleos: pulvinar
inferior centrolateral (IPulCL), pulvinar inferior centromedial (IpulCM), pulvinar inferior

medial (IPulM) e pulvinar inferior posterior (IPulP). O complexo pulvinar apresentou ao longo
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da sua extensdo rostrocaudal, neurbnios imunorreativos a proteina nuclear neuronal especifica
(NeuN), a proteina ligante de calcio calbindina (CB), além de células gliais imunorreativas a
proteina acidica fibrilar glial (GFAP). Os dados em animais idosos diferem dos animais
adultos, visto que os animais idosos apresentam uma menor intensidade de marcacao celular a
NeuN e a CB e menor intensidade de marcacdo a GFAP. A presenca de fibras/terminais
imunorreativos a subunidade b da toxina colérica (CTb) foi bem evidenciada no IPul apenas
no subnucleo medial, contralateral ao olho injetado, caracterizando a presenca de projecédo
direta da retiniana a este nicleo. Nos animais idosos, a projecado retiniana mostra-se discreta
guando comparada aos animais adultos. Apesar de ser um estudo de carater qualitativo, nossos
dados apontam diferencas entre animais adultos e idosos sugerindo que o complexo pulvinar
pode sofrer uma perda significativa de carater funcional quanto ao processamento da

informagdo visual.

Palavras-chave: Projecdo Retiniana, CTb, Imunoistoquimica, Pulvinar, Callithrix jacchus.
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ABSTRACT

The pulvinar complex plays a key role in the processing and transmission of information
between cortical areas. This nucleus receives inputs from various areas of major sensory
systems, such as the cortex, and projects to areas of association of the cerebral cortex, and is
thus considered as an associative nucleus. This structure is not identifiable in rodents or other
small mammals. However, in primates or pulvinar complex it occupies much of the thalamus
and is a component of the subcortical visual system as it receives afferences from the retina
and superior colliculus and exhibits the necessary notifications for various areas of the
neocortex. Classically, this structure has four subdivisions based on neuronal density and fiber
distribution: inferior, medial, lateral and anterior, being the first three involved in visual
processing. Senescence includes changes in the organism of a living being, directly related to
its evolution in time, without any recognized disease mechanism. Senility, on the other hand,
can be defined as conditions that affect the individual throughout his life based on
pathophysiological mechanisms. Thus, aging can be characterized as a biological process of
decreased physiological function that involves neurological changes associated with cognitive
decline, and the individual may be affected by neurodegenerative diseases during advancing
age. The marmoset (Callithrix jacchus) is one of the New World primates of daytime habit and
visual guidance, which is used in biomedical research because of its phylogenetic proximity to
humans. Our objective was to perform a cytoarchitectonic characterization of the pulvinar
complex in this species by performing a comparative analysis between two groups: adult and
elderly animals, showing their subdivisions and identifying a distribution of neurons, axonal
terminals and glial cells and subdivisions of this complex. For this purpose, histochemical and
immunohistochemical techniques were used, as well as intraocular injection of neuronal
tracker to display as subdivisions, neuronal distribution, glial cells, and currently complex
fibers/terminals. All experiments were approved by the Animal Use Ethics Committee of
UFRN (CEUA-UFRN N°. 009.013/2017). Our results confirm the presence of subdivisions in
the pulvinar complex in the anterior pulvinar nucleus (APul), medial pulvinar nucleus (MPul),
lateral pulvinar nucleus (LPul) and inferior pulvinar nucleus (IPul) presenting the latter four
subnuclei: inferior pulvinar centromedial (IpulCM), inferior medial pulvinar (IPulM) and
posterior inferior pulvinar (IPulP). The pulvinar complex presents along its rostrocaudal
extension, immunoreactive neurons to the specific neuronal nuclear protein (NeuN), the

calcium binding protein calbindin (CB), besides glial cells immunoreactive to the glial fibrillar
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acidic protein (GFAP). Data in elderly animals differ from adult animals, as older animals have
a lower intensity of cell labeling in NeuN and CB and a lower intensity of labeling in GFAP.
The presence of immunoreactive fibers/terminals in the subunit b of the cholera toxin (CTb)
was well evidenced in the IPul only in the medial subnucleus, contralateral to the injected eye,
characterizing the presence of direct retinal projection in this nucleus. In older animals, a retinal
projection shows discrete when compared to adults animals. Despite being a qualitative study,
our data indicate differences between adult and elderly animals, suggesting that the pulvinar
complex may suffer a significant loss of functional character during the processing of visual

information.

Keywords: Retinal Projection, CTb, Immunohistochemistry, Pulvinar, Callithrix jacchus.
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1. INTRODUCAO

A visdo € uma das cinco modalidades sensoriais que fornece a varias espécies de animais
a capacidade de deteccdo de objetos. Isso ocorre através da interacdo de sinais luminosos
oriundos do meio com receptores especializados situados em um Orgdo responsavel pela
captacdo da luz, o olho. Esse 6rgdo apresenta varias estruturas que, em conjunto, proporcionam
a captacdo dos raios de luz emitidos ou refletidos por objetos do ambiente e a focalizacao destes
raios sobre a retina, para a formagao de imagens. A retina apresenta uma organizagao laminar
onde séo encontrados diferentes tipos celulares estando estes organizados em camadas distintas
que conferem a ela uma aparente simplicidade estrutural contrastando com sua grande
complexidade funcional (Masland & Raviola, 2000). As células fotorreceptoras retinianas sao
0S cones e 0s bastonetes. Ambas sdo encarregadas da transducdo da informacdo fotica e
estabelecem contatos sinapticos com as células bipolares e estas por sua vez com as células
ganglionares cujos axonios convergem e emergem do olho formando o nervo 6ptico, o qual ira
estabelecer a conexdo da retina com o encéfalo (Connors et al., 2002; Lent, 2005; Field e
Chichilnisky, 2007; Bao, 2008).

O sistema visual apresenta dois diferentes tipos de vias aferentes conhecidas como via
classica e via ndo classica. A via classica, ou via retino-geniculo-cortical, é a principal via visual
em vertebrados superiores que transmite a informacdo da retina para o cOrtex visual primario
utilizando o nucleo geniculado lateral do tdlamo (GLD) como seu nucleo relé (Figura 1). A via
ndo classica tem pelo menos duas partes, uma que transmite a informacdo luminosa para o
coliculo superior (CS) e a outra que envolve o nicleo pré-tectal e o pulvinar do talamo (Figura
2). O papel da via ndo classica inclui analise visual de espaco, percepcdo da forma global,
mediando varios reflexos visuais. Existe ainda uma terceira via que fornece aferéncias para o
nucleo supraquiasmatico no hipotalamo (NSQ), o qual esta envolvido na manutencéo do ritmo
circadiano; e para outras areas hipotalamicas que entre outras fungdes, exerce controle
enddcrino (Mgller, 2003).

17



Visual areas

RIGHT
Eye image

LEFT

@. LGN
Eye image

Current Biology

Figura 1: Via visual cléssica ilustrando o nudcleo geniculado lateral como um relé entre a
retina e o cortex visual (Adaptado de Self & Roelfsema, 2019).
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Figura 2: Diagrama esquematico das principais conexdes na via visual ndo classica
(Adaptado de Mgller, 2003).



1.1 TALAMO

A informacdo sensorial, com excecdo da olfativa, proveniente dos receptores na
periferia, bem como das visceras, sdo direcionadas ao tdlamo. Pensava-se que este atuava
apenas como uma estacado retransmissora da informac&o sensorial ao cértex cerebral, no entanto
estudos apontam que o talamo controla o fluxo de informacéo para o cértex, visto que ha nesta
estrutura uma organizacao especializada com vias inibitdrias que contribuem para a selecéo da
informacdo que atravessa o tdlamo em direcdo ao cortex cerebral (Basso et al., 2005; Sherman,
2007).

Embora esteja presente em todos os grupos de vertebrados, o tdlamo é mais altamente
desenvolvido em mamiferos, especialmente em primatas. Praticamente todos os sistemas
sensoriais passam através do tdlamo no seu trajeto ao cértex cerebral e, por sua vez, cada regido
do tdlamo recebe projecdes a partir da area cortical que este projetou. O talamo representa a
maior porcao do diencéfalo, que é um complexo nuclear localizado na extremidade rostral do
tronco encefalico. Essa estrutura se estende a partir da regido da comissura posterior para a
regido do forame interventricular. Este é delimitado lateralmente pela por¢éo posterior da
capsula interna, a cauda do nucleo caudado e a estria terminal. O terceiro ventriculo separa o
tdlamo em duas metades simétricas exceto na regido da aderéncia intertaldmica onde as
superficies mediais do tdlamo estdo em continuidade (Carpenter, 1995).

O diencefalo pode ser dividido com base em suas conectividades em epitdlamo, talamo
dorsal e talamo ventral. O epitalamo compreende os nucleos paraventricular anterior e posterior
e o0 nucleo habenular. Este nem envia nem recebe fibras do cortex cerebral, embora haja relatos
da presenca de projecdo cortical ao nucleo paraventricular. No entanto, essa estrutura tem
afinidade com o hipotadlamo. O talamo ventral inclui o nucleo reticular, o ndcleo geniculado
lateral ventral e a zona incerta que recebe aferéncias a partir do cortex cerebral, mas ndo projeta
para o cortex. J& o tAlamo dorsal é a maior das divisGes talamicas. Este apresenta conexdes
reciprocas com o cértex cerebral e estriado (Carpenter, 1995; Jones, 2007).

Com base em dados morfologicos e funcionais o tdlamo é subdividido em nove
grupamentos nucleares: grupo nuclear anterior, grupo nuclear medial, grupo nuclear da linha
média, grupo nuclear intralaminar, grupo nuclear lateral, grupo nuclear ventral, grupo nuclear

posterior, grupo nuclear geniculado e nucleo reticular (Figura 3) (Carpenter, 1995).
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Figura 3: Nucleos talamicos (Adaptado de Netter, 2003).

Os nacleos do grupo anterior recebem fibras dos nicleos mamilares do hipotalamo e do
hipocampo e projetam fibras para o giro do cingulo, estando seu papel relacionado com
memoria e comportamento emocional. Medialmente a lamina medular interna, estdo
localizados os grupos medial e da linha média. O grupo medial consiste principalmente no
nucleo mediodorsal ou dorsomedial. Este grande nucleo talamico apresenta trés subdivisdes,
cada qual conectada a uma porcao especifica do cortex frontal. O niucleo mediodorsal recebe
aferéncias de partes dos nucleos da base, da amigdala, e do mesencéfalo estando seu papel
relacionado a memoria. J& o grupo nuclear da linha média encontra-se na substancia cinzenta
periventricular da metade dorsal da parede ventricular e na aderéncia intertalamica. Este grupo
apresenta conexdes com o hipotalamo e, possivelmente relacionam-se com fungdes viscerais
(Carpenter, 1995).

No interior da ldamina medular interna existem pequenas massas de substancia cinzenta
que constituem os ndcleos intralaminares do tdlamo, pertencentes aos nucleos talamicos
inespecificos que recebem fibras da formacdo reticular exercendo um importante papel ativador
sobre o cortex cerebral. Os nucleos do grupo lateral compreendem ndcleos situados
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lateralmente a lamina medular interna, e consistem em trés massas nucleares organizados na
sequéncia rostrocaudal em nucleo lateral dorsal, nucleo lateral posterior e pulvinar. Esse ultimo
apresenta subdivisdes e conexdes com o0s cortices temporal, parietal e occipital, bem como, com
o0 coliculo superior e outros nucleos do tronco encefélico relacionados a visao (Grieve et al.,
2000). O grupo nuclear ventral é composto pelos nucleos ventral anterior, ventral lateral e
ventral posterior. Esse grupamento nuclear esta envolvido com a retransmissdo de impulsos
sensoriais especificos para regides corticais (Carpenter, 1995).

O grupamento nuclear posterior apresenta-se como uma zona diencefalica de transi¢éo
com uma complexa e variada morfologia celular, situando-se caudal ao nucleo ventral
posterolateral, medial a parte rostral do pulvinar e dorsal ao corpo geniculado medial. Este
grupamento nuclear recebe fibras do lemnisco medial do trato espinotalamico, e parece estar
envolvido na nocicepc¢do, além de receber projecGes do cortex somatossensorial primario. O
grupo nuclear geniculado compreende o nucleo geniculado medial, relé auditivo talamico
recebendo fibras do coliculo inferior, e 0 nacleo geniculado lateral, principal relé do sistema
visual. Constituido por uma fina ldmina de substancia cinzenta, o nucleo reticular do talamo
ndo tem projecOes para o cOrtex cerebral, no entanto é atravessado pela quase totalidade das
fibras talamo-corticais e cortico-talamicas que ao atravessar o nucleo reticular emitem
colaterais que nele estabelecem sinapses. Dessa forma, o nucleo reticular do talamo estabelece
suas conexdes com 0s demais nucleos talamicos exercendo uma acdo moduladora sobre esses

nucleos (Carpenter, 1995).

1.2 0O COMPLEXO PULVINAR

O complexo pulvinar € um dos componentes dos nucleos especificos do tdlamo estando
relacionado com é&reas de associacdo do cortex, envolvido em mecanismos integrativos
superiores. Essa estrutura ocupa uma funcdo no cortex visual extraestriado que é equivalente a
funcdo do ndcleo geniculado lateral no sistema visual primério lidando com o processamento
visuomotor e percepcao visual (Stepniewska, 2004).

Em primatas, o pulvinar e o ndcleo lateral posterior estdo intimamente associados
topograficamente e apresentam muitas semelhancas no que diz respeito a morfologia e
conexdes. Este ultimo € um grupamento neuronal talamico que se encontra dorsal ao nucleo
ventral posterior e caudal ao nucleo lateral dorsal, localizado na superficie do tdlamo e se

estende ao longo da borda superior da ldmina medular interna (Jones, 2007).
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Secgdes coradas pelo método de Nissl em humanos e Macaca mulatta apontam que este
complexo apresenta quatro subdivisbes (Figura 4): nucleo pulvinar medial (PIm), nicleo
pulvinar lateral (PIl), nacleo pulvinar inferior (Pli) e nucleo pulvinar anterior (Pla) (Olszewski,
1952; Hirai & Jones, 1989a; Grieve et al., 2000; Shipp, 2003).

Retina; striate,

extrastriate, parietal, temporal + frontal,

orbital + cingulate cortices;
/ *‘\ A amygdala
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Retina;
striate and
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cortices
T
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— ~— .
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Intermediate SC

Lateral - > Medial

trends in Neurosciences

Figura 4: Subdivisdes do complexo pulvinar (Adaptado de Grieve et al., 2000).

O nucleo pulvinar medial estd situado dorsomedialmente intervindo nos limites do
nucleo suprageniculado e a divisdo medial da ldmina medular externa, se sobrepde e se funde
com a porc¢do anterior do mesencéfalo. Suas células sao relativamente pequenas, dispersas e
com palida marcacdo. Bos e Benevento (1975) mostram projecdes do nucleo pulvinar medial
ao cortex frontal em Macaca mulata. Estudos utilizando tracadores demonstraram que o
pulvinar medial recebe informag6es de varias areas corticais, incluindo o cortex pré-frontal e
temporal (Romanski et al., 1997). Algumas zonas dentro do pulvinar medial recebem
informacdes do coliculo superior (Benevento & Standage, 1983). A existéncia dessa projecao
coliculo-pulvinar medial, juntamente com as proje¢des conhecidas do pulvinar medial para a
amigdala indicam que o pulvinar € um relé subcortical para certos tipos de informacéo visual
para a amigdala (Jones & Burton, 1976).

O nucleo pulvinar lateral esta situado dorsolateralmente, adjacente a divisdo lateral da

lamina medular externa e posterior ao nucleo ventral posterior e ao nucleo lateral posterior.
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Apresenta células semelhantes em tamanho as encontradas no nicleo pulvinar medial, no
entanto estas revelam uma forte marcacéo estando divididas em conjuntos lineares pelos feixes
de fibras do trato cortico-tectal que atravessam o nucleo (Jones, 2007). Experimentos recentes
sugerem que as projecOes do pulvinar lateral podem ter um forte papel na atividade reguladora
no cértex, com consequéncias a jusante para o processamento visual e comportamento
(Purushothaman, et al., 2012).

O ndcleo pulvinar inferior estende-se da face ventral do nucleo pulvinar lateral,
formando uma massa visivel apenas lateralmente a parte posterior do complexo geniculado
medial; e se insinua anteriormente entre os nucleos geniculado medial e lateral. Suas células
apresentam forte marcacao e estdo mais agrupadas comparadas aos outros ntcleos do complexo
pulvinar. Embora a maioria seja relativamente pequena, entre elas existem células de tamanho
grande e dispersas. Em torno da regido onde o trato cértico-tectal e o braco do coliculo superior
se fundem, as células do ndcleo pulvinar inferior sdo mais fortemente marcadas (Jones, 2007).

O nucleo pulvinar anterior estende-se desde o nucleo pulvinar medial e ndcleo lateral
posterior entre o centro mediano e o nucleo ventral posterior. Grande parte da sua extensédo é
separada do nucleo ventral posterior medial por uma fina lamina de fibras. Suas células sdo as
menores com palida marcacdo e mais dispersas que as encontradas nos outros nucleos do
pulvinar (Jones, 2007).

Todas as regides do pulvinar recebem informacGes convergentes do clrtex cerebral,
além de contribuicdo de outras estruturas ndo-corticais (Benevento & Standage, 1983;
Nakagawa & Tanaka, 1984).

Anélise citoarquitetdnica em Cebus indicam a presenca de trés subdivisdes no complexo
pulvinar: o pulvinar medial (PM) um nucleo grande e homogéneo, o pulvinar lateral (PL)
contendo celulas que sdo separadas em aglomerados por muitas fibras que passam
horizontalmente através deste nucleo e, o pulvinar inferior (PI) um nicleo compacto e com
células fortemente marcadas, separado do restante do pulvinar pelo brago do coliculo superior
(Soares et al., 2001).

Dados anteriores em humanos apontam que pelo menos alguns dos neurdnios do
pulvinar tem origem telencefalica (Rakic & Sidman, 1969) estando essa estrutura
intimamentente ligada ao telencéfalo mais que outros ndcleos talamicos (Mathers, 1972 a,b).
Um estudo recente de neuroimagem aponta que anormalidades no pulvinar possivelmente
refletem a hiperexcitacdo epileptogénica de diferentes areas corticais atraves de suas conexdes

com essa estrutura talamica (Ohe et al., 2014).

23



O complexo pulvinar recebe terminais da retina, do coliculo superior, do cortex visual
e do complexo pré-tectal onde cada area se projeta para areas particulares dessa estrutura
(Berman & Jones, 1977). Estudos anteriores ja indicavam a presenca de terminais retinianos no
pulvinar de primatas (Hassler, 1966). Um estudo prévio envolvendo lesGes no pulvinar ndo
revelou grandes déficits visuais (Chow, 1954), no entanto, por¢6es do pulvinar estdo claramente
implicados nas fungdes visuais, uma vez que, este recebe projecdes do coliculo superior e
projeta-se para areas do cortex occipital, temporal e parietal (Chow, 1950; Allman et al., 1972;
Rezac & Benevento, 1979). Petersen e colaboradores (1987) sugerem um papel do pulvinar na
atencdo visuo-espacial. Em humanos foi observada uma diminui¢do no tamanho do nucleo
pulvinar inferior em individuos que apresentam anoftalmia, uma malformacdo congénita
caracterizada pela auséncia de um ou de ambos os olhos (Hassler, 1966). Em 1970 Campos-
Ortega e colaboradores verificaram a presenca de aferéncias diretas da retina para o nucleo
pulvinar inferior em Macaca mulatta e babuinos (Papio ursinus ursinus). Itaya e Van Hoesen
(1983) demonstraram a presenca de projecOes retinianas predominantemente contralateral no
nucleo pulvinar medial e, bilateral no ndcleo pulvinar inferior em Macaca mulata e Macaca
fascicularis. Dados neuroquimicos do complexo pulvinar em Saimiri e em Macaca usando
calbindina, parvalbumina, e citocromo-oxidase (Cusick et al., 1993; Gutierrez et al., 1995; Gray
et al., 1999) sugerem uma subdivisdo do pulvinar inferior destas espécies em cinco porcdes:
posterior (PIP), medial (PIM), central (PIC), lateral (PIL) e lateral dorsal (PILS) semelhante ao
padréo visto posteriormente em Cebus (Soares et al., 2001).

Estudos prévios relatam que o pulvinar do gato provavelmente ndo recebe projecoes
diretas do trato éptico (Garey & Powell, 1968; Singleton & Peele, 1965) ou de qualquer outro
sistema sensorial. No entanto, estudos posteriores apontam algumas células do ndcleo lateral
posterior/complexo pulvinar com ativacdo multissensorial responsivas a estimulos auditivos e
somatossensoriais (Rauschecker & Friederichs, 1983) e a presenca de aferéncias retinianas ao
nucleo pulvinar bilateralmente sugerindo que o ndcleo pulvinar do gato pode ser o equivalente
do nucleo pulvinar inferior de primatas (Berman & Jones,1977). Dados imunoistoquimicos
relatam a expressdo de 6xido nitrico sintetase (NNOS) nas células, bem como, nos terminais
axonicos do complexo pulvinar/nucleo lateral posterior em gatos durante o desenvolvimento, e
isso pode contribuir para a estabilizacdo de sinapses e o estabelecimento de conexdes cortico-
talamicas (Carden et al., 2003). Além disso, foram identificados neur6nios no complexo

pulvinar/ndcleo lateral posterior contendo glutamato (Glu) e &cigo gama-aminobutirico
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(GABA), bem como, a presencga de calbindina (CB) e parvalbumina (PV) (Palestine et al.,
1993).

O complexo pulvinar se projeta para importantes nucleos do sistema limbico incluindo
a amigdala e o cértex cingulado, estando envolvido no processamento de estimulos com
contetdo emocional, visto que, os niveis de serotonina sdo elevados em regies do pulvinar
humano e lesdes nessa estrutura promovem um déficit no reconhecimento da expressao facial
de medo (Oke etal., 1997; Ward et al., 2005; Ward et al., 2007; Young et al., 2007). Um estudo
recente aponta que neurénios do pulvinar podem mediar conexdes intracorticais, assim como,
uma via subcortical rapida para a amigdala evidenciando uma fung¢do do pulvinar no
processamento de estimulos emocionais faciais (Maior et al., 2010). Villeneuve e colaboradores
(2005) consideram o pulvinar humano como um componente necessario na integracdo do
movimento complexo devido a sua grande relacdo funcional com areas corticais e, estudos com
pacientes esquizofrénicos relatam uma redugdo do volume do pulvinar, acompanhado por uma
diminuicdo do numero de neurdnios o que representa défices na integracdo multimodal (Byne,
2002; Byne et al., 2007).

1.3 - O PROCESSO DE ENVELHECIMENTO BIOLOGICO

O envelhecimento € um fendmeno complexo que afeta todos os sistemas organicos
(Mattison & Vaughan, 2017). Esse processo biologico pode ser definido como o acumulo
sisttmico de moléculas disfuncionais que excedem a capacidade de reparo ou substituicdo,
aumentando dessa forma a vulnerabilidade do individuo as patologias relacionadas com a idade
(Bengtson & Serttersten Jr et al., 2016). Essas disfuncdes podem ser ocasionadas por estresse
oxidativo (Muller et al., 2007) e disfuncdo mitocondrial (Bishop et al., 2010).

De acordo com o Fundo de Populacdo das Nacdes Unidas, o envelhecimento
populacional é uma das tendéncias mais significativas do século XXI (UNFPA, 2012).
Globalmente, a proporcéo de pessoas idosas esta crescendo em uma taxa mais rapida do que a
populacdo em geral (NIH, NIA e GHA, 2011). Atualmente, uma em cada nove pessoas em todo
0 mundo, tem 60 anos de idade ou mais. Essa expansdo do envelhecimento é um desafio
consideravel para os sistemas de salde mostrando a necessidade urgente de investigacdo
biomédica visando uma melhor compreensdo do envelhecimento bioldgico, bem como a

biologia e tratamento de doencas especificas relacionadas com a idade (Colman, 2018).
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Estudos apontam que durante o processo de envelhecimento ocorrem alteragdes das
funcbes cognitivas (Pace-Schott & Spencer, 2011), além de alteracbes morfologicas e
neuroquimicas nos componentes centrais do sistema de temporizacdo circadiano, tanto em
roedores quanto em primatas ndo-humanos (Lupi et al., 2012; Engelbert et al., 2013; 2014;
Fiuza et al., 2016). Essas modificagdes também ocorrem em outras areas do sistema nervoso
provocando alteracdes em neurotransmissores, atrofia da substancia cinzenta total (Oh et al.,
2014), mudancas no tamanho do soma e dendritos (Duan et al., 2003), promovendo dessa forma

um desequilibrio funcional (Waldvogel et al, 1991).

1.4 - MODELO EXPERIMENTAL: SAGUI (Callithrix jacchus)

Popularmente chamado de sagui, Callithrix jacchus € um membro do filo Chordata,
classe Mammalia, ordem Primates, familia Callithricidae. E um primata neotropical,
frequentemente encontrado nos estados do Nordeste brasileiro (Vivo, 1991). Apresenta
pequeno porte, medindo cerca de 30 cm de corpo e mais 17 cm de cauda, o que confere
equilibrio ao animal. O seu peso varia entre 230g a 420g. Como caracteristicas diagnosticas da
espécie, apresentam tufos circum-auriculares brancos, mancha branca mediana presente na
fronte (Figura 5); manto distinto estendendo-se até os ombros, terco posterior do dorso
apresentando padrao estriado de coloracdo; ventre castanho escuro agrisalhado; cauda anelada,
anéis cinza-claro estreitos e anéis negros-agrisalhados mais largos (Vivo, 1991). Esses animais
alimentam-se de frutos, gomas, invertebrados e vertebrados pequenos (Castro & Araujo, 2007).
Os saguis apresentam o habito diurno, e como 0s outros primatas em geral, sdo animais de
orientacdo essencialmente visual e extremamente vigilantes, passando grande parte do seu
tempo examinando os arredores (Tardif et al., 2006). Esses animais adquirem maturidade sexual
a partir dos 15 meses de idade e a partir dos dois anos de idade ele alcanca a vida adulta que se
estende até os 8 anos. Eles tém uma expectativa de vida até os 16 anos, no entanto, a partir dos
8 anos surgem as caracteristicas que denotam a idade como envelhecimento da pele em torno
da cabeca e da face e aumento de doencas inflamatorias intestinais (Abbot et al., 2003). Estudos
nas Ultimas décadas tém designado semelhancas e diferencas no processo de envelhecimento
do sagui quando comparados a primatas do Velho Mundo e humanos. As semelhancas incluem
depdsitos de placas senis no cortex cerebral semelhantes as verificadas na doenca de Alzheimer
(Geula et al., 2002), perda da proteina ligante de calcio calbindina nos neurénios colinérgicos

do prosencéfalo basal (lacopino et al., 1990; Wu et al., 2003), perda auditiva (Harada et al.,
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1999) e envelhecimento das cartilagens (Berkovitz & Pacy, 2000). As diferencas no processo
de envelhecimento envolvem manutencdo das funcdes reprodutivas e manutencdo Ossea.
Nesses animais, ocorre uma diminuigcdo na neurogénese que precede a senilidade (Leuner et al.,
2007).

Figura 5: Callithrix jacchus em ambiente natural.
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2. JUSTIFICATIVA

O complexo pulvinar de varias espécies de primatas tem sido investigado por varios
grupos, utilizando diferentes métodos de estudo. A neuroquimica do pulvinar em outros
primatas como Saimiri, Cebus e Macaca contrastam com subdivisdes diferentes baseadas na
densidade neuronal e conectividade cortical (Cusick et al., 1993; Gutierrez et al., 1995; Gray et
al., 1999, Soares et al., 2001). O sagui € um modelo experimental de primata ndo-humano ja
consolidado em nosso laboratdrio (Costa et al., 1998; Costa et al., 1999; Nascimento et al.,
2010; Cavalcante et al., 2011; Lima et al., 2012; Souza et al., 2013; Engelberth et al., 2013,
2014; Cavalcanti et al., 2016; Duque-Neto, 2019). Nos ultimos anos, este tem sido utilizado em
pesquisas biomédicas e neurocientificas em virtude da sua proximidade filogenética com seres
humanos (Masnfield, 2003; Mitchell & Leopold, 2015; Riesche et al., 2018; Veyres et al.,
2018). Pesquisas sobre o processo de envelhecimento bioldgico tem sido alvo de véarios estudos
nas ultimas décadas, visto que, o envelhecimento modifica a morfologia e neuroquimica celular,
acarretando alteracOes fisioldgicas, resultando dessa forma em modificacdes na capacidade
responsiva dos sistemas cerebrais (Leuner et al., 2007). No entanto, a grande maioria das
pesquisas de envelhecimento ocorre em espécies nao-primatas. Dessa forma, um estudo
comparativo da citoarquitetura e morfologia dos neurénios do complexo pulvinar do tdlamo em
sagui entre animais adultos e idosos faz-se necessario para elucidar as caracteristicas das
subdivisGes dessa estrutura nesta espécie primata, visto que a anatomia e fisiologia, desenvolve-

se e envelhece similarmente a humana.
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3. OBJETIVOS

e Caracterizar citoarquitetonicamente o complexo pulvinar do tadlamo em saguis
adultos e idosos através da técnica de coloracao pelo método de Nissl;

e Comparar a imunorreatividade dos neurbnios a proteina nuclear neuronal
especifica (NeuN) e a calbindina (CB) entre os saguis adultos e idosos;

e Delimitar as subdivisdes do complexo pulvinar em saguis adultos através da
distribuicdo neuronal e do carater morfoldgico celular por meio da técnica
imunoistoquimica utilizando NeuN e CB, combinadas ao método de Nissl;

o Identificar a presenca de células gliais nas subdivisdes do complexo pulvinar de
saguis adultos e idosos através da imunorreatividade a proteina acidica fibrilar
glial (GFAP);

e Comparar 0 padrdo marcacdo de terminais retinianos no complexo pulvinar
através da injecdo intraocular da Subunidade b da Toxina Colérica (CTb) entre

animais adultos e idosos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 — ANIMAIS

Neste estudo foram utilizados 3 saguis adultos (2 fémeas e 1 macho) com idade entre
4-6 anos e 3 saguis idosos (2 fémeas e 1 macho) com idade 9-11 anos, conforme tabela 1,
provenientes do Nucleo de Primatologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte
(UFRN) (Licenca do IBAMA N° 1/24/92/0039-0). Neste local os animais foram mantidos em
gaiolas de alvenaria e tela de arame, medindo 2,00 x 1,00 x 2,00m, estando expostos as
condicdes de temperatura, umidade e iluminacdo naturais, com alimentacdo a base de frutas
e agua disponivel continuamente em bebedouros. Todos os experimentos foram aprovados
pelo Comité de Etica em Uso de Animais da UFRN (CEUA-UFRN N° 009.013/2017 — Anexo
A). E importante registrar que muitos dados deste projeto foram obtidos de laminas
preparadas em projeto de doutorado do orientador que foi realizado no ano de 2002 na
Universidade de Sao Paulo e de outro projeto de doutorado realizado na UFRN aprovado pelo
CEUA-UFRN N°026/2010 (Anexo B). Essas laminas estdo disponiveis no nosso laboratorio,
desta forma, é justificado o baixo ndmero de animais utilizado. Esses mesmos animais
também serdo utilizados em outros projetos de pesquisa. Todos os cuidados foram tomados
durante 0 manuseio dos animais, buscando sempre seu bem-estar, bem como minimizar ao
méaximo qualquer possivel estresse e/ou sofrimento. Os procedimentos experimentais
seguiram estritamente as normas estabelecidas pelo National Research Council of the
National Academy, publicadas no livro “Guidelines for the Care and Use of Mammals in
Neuroscience and Behavioral Research”. Uma versdo em pdf esta disponivel gratuitamente
no site da Sociedade Brasileira de Neurociéncias e Comportamento (SBNeC) — http://

www.sbnec.org.br/links.
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Animal Jovem Animal Idoso

Animal Idade Animal Idade
Sagui 27 Sagui Idoso 3

A 4 anos e 2 meses A 11 anos e 7 meses
(Fémea) (Fémea)

Sagui CNQ6 Sagui Idoso 6
4 anos 10 anos e 1 més

(Macho) (Macho)
Sagui 2 Sagui Idoso 7

A 6 anos e 3 meses A 9 anos e 11 meses
(Fémea) (Fémea)

Tabela 1: Lista dos animais utilizados.

4.2 — INJECAO INTRAOCULAR DE TRACADOR

Inicialmente realizamos a investigacdo das projecOes retinianas as subdivisdes do
complexo pulvinar nesta espécie utilizando a subunidade b da toxina colérica (CTbh). Esse
tracador neuronal é captado pelo corpo do neurdnio e transportado via fluxo axoplasmético aos
terminais, ndo possuindo propriedade transinaptica. Os animais receberam como medicagao
pré-anestésica o sulfato de atropina na dose de 0,04 mg/kg, e 2mg/kg de tramadol ambos por
via subcutdnea. Apds 15 minutos foi administrado como indutor da anestesia, por via
intramuscular, ketamina e xilazina, misturadas na mesma seringa, na dose de 10mg/kg e
0,5mg/kg respectivamente e para manutencdo da anestesia foi utilizado isoflurano através de
mascara e oxigénio 100%. Realizamos uma injecdo intraocular (olho esquerdo) de 80ul de uma
solucdo aquosa de CTb (List Biological Laboratories, Inc., Campbell, CA) 1mg/ml em tampao
fosfato 0,1 M, pH 7,4 contendo dimetilsufoxido a 10% para aumentar a permeabilidade e
captacdo dessa substancia pelas células ganglionares da retina. A injecdo foi realizada por meio
da introducdo de uma agulha (calibre 30) na juncéo esclera-corneal, atingindo o corpo vitreo a
um angulo de aproximadamente 45 graus. A solucdo foi injetada por pressédo com o auxilio de
uma micro-bomba propulsora em uma velocidade de 1pl por minuto. Ao fim da injecdo, a
agulha permaneceu no local por 15 a 30 minutos a fim de evitar o refluxo da solugdo. Apds a
retirada da agulha foi administrada uma pomada cicatrizante no olho do animal. Encerrado o
procedimento da injecdo intraocular, os animais foram conduzidos a gaiola de isolamento no
Nucleo de Primatologia, permanecendo em observacdo pelo periodo de sobrevida de 5 dias,
tempo ideal para o transporte do tracador da retina para toda parte do sistema nervoso. Apos 0

periodo de sobrevida, os animais passaram pelos procedimentos de perfusdo e microtomia.
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4.3 - PERFUSAO

Seguidos 0os mesmos padrdes anestesicos descritos no item anterior (4.2), 0s animais
foram colocados em decubito dorsal sobre uma grade em uma capela de perfusdo com ponto de
agua. Apos certificar que os animais estavam profundamente anestesiados, iniciamos 0s
procedimentos cirdrgicos. Primeiramente, o processo xifoide do osso esterno foi pingado com
auxilio de uma pinca de Allis tracionando-o em direcdo a cabeca do animal, enquanto isso a
pele foi seccionada, bem como suas partes moles e costelas, a fim de ter acesso ao coragdo
dentro da cavidade toracica. Exposto o cora¢do, uma agulha conectada a uma bomba peristéltica
(Masterflex, Cole-Parmer, Niles, IL) foi introduzida no apice do ventriculo esquerdo em direcao
a aorta ascendente, e em seguida realizamos uma pequena incisao no atrio direito objetivando
o0 escoamento do liquido do leito vascular. Inicialmente foram impulsionados 400 ml de solucéo
salina a 0,9% em tampé&o fosfato 0,1M e pH 7,4, com Heparina (Hipolabor Laboratories,
5000UI/ml) na concentracao de 2 ml/l de solugéo salina, em um fluxo de 100 ml por minuto
em temperatura ambiente, objetivando lavar o leito vascular do animal, prevenir a formacao de
coagulos e uma melhor fixacdo dos tecidos. Posteriormente, foi impulsionado 700 ml de
solucdo fixadora (paraformaldeido a 4% Vetec Quimica Fina, em tampéo fosfato 0,1 M, pH
7,4) em duas velocidades. A metade da solucdo infundida em fluxo rapido (35 ml/min) e a outra

metade em fluxo lento (17,5 ml/min), totalizando 30 minutos de infuséo.

4.4 - REMOCAO DO ENCEFALO E MICROTOMIA

Passada a perfusdo, os encéfalos foram removidos da cavidade craniana através da
seccdo dos tecidos moles e dos ossos da calota craniana. Em seguida os encéfalos foram
armazenados em solucdo de sacarose a 30% (Nuclear-CAQ) em tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,4,
a 4°C até a realizacdo da microtomia.

Na microtomia os encéfalos foram congelados em gelo seco e seccionados através de
um micrétomo de deslizamento. Obtivemos sec¢des coronais de 30um, coletadas seriadamente
em seis compartimentos contendo tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4. Cada compartimento contém
um corte de cada sequéncia de seis, de modo que a distancia entre uma sec¢ao e a seguinte no
mesmo compartimento é de aproximadamente 180um. As sec¢des sdo conservadas na solucéo

supracitada a 4°C para a realizacdo dos procedimentos subsequentes, ou em solucdo
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anticongelante a base de etileno-glicol e tampdo fosfato e conservados a 4°C para as reagdes de

imunoistoquimica ou de coloracao posteriormente.

4.5 - TECNICA IMUNOISTOQUIMICA

Os cortes foram submetidos as reagdes imunoistoquimicas seguindo o protocolo ABC
(Complexo Avidina-Biotina peroxidase), utilizando anticorpos especificos a fim de identificar
substancias neuroativas nas subdivisdes do complexo pulvinar do tdlamo em sagui, como a
proteina nuclear neuronal especifica (NeuN), calbindina (CB), proteina acidica fibrilar glial
(GFAP) e a CTh injetada.

Inicialmente os cortes foram submetidos a quatro lavagens, com duracdo de 10 minutos
cada, em solucéo de tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4. Em seguida, as sec¢des foram submetidas
a um pré-tratamento, a fim de inativar a peroxidase endégena do tecido, colocadas em contato
com peroxido de hidrogénio a 0,3% em tampéao fosfato 1,0 M, pH 7,4 por 20 minutos. Logo,
seguiram mais quatro lavagens com duracdo de 10 minutos cada, em solucédo de tampéo fosfato
0,1 M, pH 7,4. Todos os procedimentos supracitados foram realizados em agitador orbital. Apds
as etapas ja mencionadas, as sec¢des foram colocadas em tubos de ensaio e entraram em contato
com o anticorpo primario diluido em Triton X-100 a 0,4% em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4,
acrescido de soro normal a 2% (Sigma, St Louis, MO, USA) do animal correspondente a
obtencgéo do anticorpo secundario. Em seguida os tubos contendo as sec¢gfes foram postos em
um rotor com velocidade lenta por um periodo de 18 a 24 horas em temperatura ambiente. Ap6s
esse periodo as sec¢des foram submetidas a quatro lavagens, com duracgéo de 10 minutos cada,
em agitador orbital e em seguida foram incubadas no anticorpo secundario diluido em Triton
X-100 a 0,4% em tampdo fosfato 0,1 M, pH 7,4, permanecendo no rotor com velocidade lenta
por duas horas em temperatura ambiente. Seguiram-se novamente quatro lavagens de 10
minutos em solucdo tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4 e logo em seguida as sec¢des foram colocadas
em contato com o complexo avidina-biotina peroxidase (Kit ABC Elite, Vector Labs,
Burlingame, CA, USA) a uma diluigdo 1:100 ul em Triton X-100 a 0,4% em tampéo fosfato
0,1 M, pH 7,4 contendo cloreto de sodio (NaCl) em rotor com velocidade lenta por duas horas
em temperatura ambiente. Ao fim dessa etapa, as sec¢des foram novamente submetidas a quatro
lavagens de 10 minutos em solucdo de tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4. Em seguida, as secc¢oes
foram colocadas em contato com o cromdgeno diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St Louis, MO,

USA) a 2,5% diluida em tampdo fosfato 0,1M, pH 7,4. Na reacdo final adicionamos uma
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solucdo contendo perdxido de hidrogénio (H202) a 0,003% como substrato, onde obtivemos na
regido marcada uma cor marrom resultante da oxidacdo da DAB. Esta ultima etapa foi realizada
em uma capela de exaustdo. Por fim, as se¢des foram submetidas novamente a quatro lavagens
de 10 minutos com solugéo tampao fosfato 0,1M, pH 7,4.

Apos a realizagdo da técnica imunoistoquimica, as secgdes foram montadas em laminas
de vidro previamente gelatinizadas com gelatina-alimem-cromo (Vetec Quimica Fina) e postas
para secar em temperatura ambiente. ApOs a secagem, as seccdes foram submetidas a
intensificacdo da reacdo em uma solucdo de tetroxido de 6smio a 0,05% por 30 segundos.
Posteriormente as sec¢Ges passaram por uma sequéncia crescente e decrescente de alcoois
(Cromato Produtos Quimicos) para desidratacdo e diafanizacdo com xilol (Cromato Produtos
Quimicos). Apos esse procedimento, as sec¢cdes foram cobertas por laminulas utilizando como
meio de montagem DPX (Aldrich Milwaukee, WI).

Antigeno Anticorpo Primario Anticorpo Secundario Soro Normal
Camundongo Cabra
NeuN ) Cabra 2%
[1:1000] (Chemicon) [1:1000] (Jackson Labs)
Camundongo Cabra
CB ) Cabra 2%
[1:1000] (Sigma) [1:200] (Vector Labs)
Camundongo Cabra
GFAP . Cabra 2%
[1:2000] (chemicon) [1:2000] (ImunoResearch)
Cabra Asno
CTb o ) Asno 5%
[1:5000] (List Biological Labs) [1:1000] (Jackson Labs)

Tabela 2: Lista das substancias utilizadas com especificacdes.

4.6 — METODO DE NISSL

Utilizamos um compartimento de cada encéfalo, para a coloracdo pelo método de Nissl
usando a tionina como corante. Esse método possibilita a visualizacao de neurdnios e diminutos
corpos celulares de células gliais. As sec¢bes foram lavadas em solucdo de tampdo fosfato
0,1M, pH 7,4, posteriormente montadas em laminas previamente gelatinizadas e postas para
secar em temperatura ambiente por 48 horas. Apos a secagem, as sec¢des foram submetidas ao

método de Nissl, que consiste na desidratacdo do tecido através da passagem deste em
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concentragBes crescentes de &lcoois etilicos (70%, 95% e 100%), sendo posteriormente
deslipidificados em xilol. Em seguida o tecido foi reidratado em concentracGes decrescentes de
alcoois e em agua destilada e posteriormente submergido no corante Tionina a 0,25%. Apoés
passar pelo corante as sec¢des foram novamente desidratadas e deslipidificadas e em seguida
cobertas com laminulas utilizando como meio de montagem DPX (Aldrich Milwaukee, WI).

4.7 — ANALISE DOS RESULTADOS

As secOes foram analisadas através de um microscopio optico (Olympus, BX-41) em
campo claro. As imagens digitais do complexo pulvinar do talamo foram obtidas através de
uma camera (Nikon®, DXM-1200) acoplada ao microscopio e conectada a um computador,
sendo posteriormente operacionalizadas para ajuste de brilho e contraste utilizando o programa
Canvas X. Os desenhos presentes no trabalho foram realizados utilizando o mesmo programa.

5. RESULTADOS

Os experimentos realizados tiveram como finalidade a caracterizacéo da citoarquitetura
do complexo pulvinar do sagui. Analisamos qualitativamente a distribuicdo dos neur6nios nas
subdivisbes desse complexo, assim como a presenca de fibras/terminais retinianos na

subdivisado inferior medial.
51- DELIMITA(;AO DO COMPLEXO PULVINAR

A delimitagdo do complexo pulvinar do tadlamo do sagui foi realizada a partir da
combinacdo de fotomicrografias de secgdes coronais dos niveis rostral, médio e caudal (Figura
6A-C), obtidas ap6s procedimento histoquimico (Método de Nissl) e imunoistoquimica (NeuN

e CB) e trabalhadas no Software Canvas X.
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Figura 6 — Delimitacdo do complexo pulvinar do talamo em saguis adultos em sec¢@es coronais
no nivel rostral a partir da utilizacdo de técnicas de coloracdo. Em Al Nissl, A2 e A3
imunoistoquimica para NeuN e CB, respectivamente. A4 é o esquema resultante do
enquadramento das sec¢des. LD, nucleo lateral dorsal; LP, nlcleo lateral posterior; MPul,
pulvinar medial; APul, pulvinar anterior; LPul, pulvinar lateral; 1Pul, pulvinar inferior; Rt,
nucleo reticular; DLG, nacleo geniculado lateral dorsal; 3v, terceiro ventriculo. A distancia
caudal (+) ao bregma (em mm) € indicada no canto inferior esquerdo. Barra de escala de 300um.
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Continuacao da Figura 6 — Delimitacdo do complexo pulvinar do tdlamo em saguis adultos
em sec¢Oes coronais no nivel médio a partir da utilizacdo de técnicas de coloracdo. Em B1
Nissl, B2 e B3 imunoistoquimica para NeuN e CB, respectivamente. B4 é o esquema resultante
do enquadramento das sec¢Bes. MPul, pulvinar medial; LPul, pulvinar lateral; IPulCL IPulCM,
pulvinar inferior centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; Rt, nicleo reticular; DLG,
nucleo geniculado lateral dorsal; bsc; brago do coliculo superior; 3v; terceiro ventriculo. A
distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Barra de escala
de 300um.
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Continuacao da Figura 6 — Delimitacdo do complexo pulvinar do tdlamo em saguis adultos
em sec¢Oes coronais no nivel caudal a partir da utilizacdo de técnicas de coloracdo. Em C1
Nissl, C2 e C3 imunoistoquimica para NeuN e CB, respectivamente. C4 é o esquema resultante
do enquadramento das sec¢des. MPul, pulvinar medial; LPul, pulvinar lateral; IPulCL IPulCM,
pulvinar inferior centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; IpulP, pulvinar inferior
posterior; Rt, nicleo reticular; bsc, brago do coliculo superior; Aq, aqueduto cerebral. A
distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Barra de escala
de 300um.
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5.2-CITOARQUITETURA DO COMPLEXO PULVINAR

5.2.1 METODO DE NISSL

Verificamos em saguis adultos, através da coloracdo pelo método de Nissl,
fotomicrografias do complexo pulvinar do talamo, destacando-se por uma grande afinidade das
suas células a tionina ilustradas em trés niveis de sec¢des coronais ao longo do eixo rostro-
caudal (Figura 7A, C e E). Evidenciamos as subdivisdes do complexo pulvinar em pulvinar
anterior (Figura 7A), pulvinar medial, pulvinar lateral (Figura 7A e C) e pulvinar inferior
mantendo a nomenclatura de Paxinos et al., 2012. O pulvinar inferior subdivide-se em pulvinar
inferior centrolateral (Figura 7C), pulvinar inferior centromedial, pulvinar inferior medial e
pulvinar inferior posterior (Figura 7E). A disposicdo celular das subdivisbes do complexo
pulvinar é evidenciada em maior aumento. O pulvinar medial (Figura 7A1 e C1) apresenta
celulas intensamente marcadas, distribuidas uniformemente. O pulvinar anterior (Figura 7A2)
apresenta células pequenas com forte marcacdo nos limites dessa subdivisdo. Ja o pulvinar
lateral (Figura 7A3 e C2) revela células distribuidas em grupamentos lineares com menor
intensidade de marcacdo. As subdivisdes do pulvinar inferior apresentam células distribuidas
de forma difusa com variagdo na intensidade de marcacdo de acordo com a subdivisdo. No
pulvinar inferior centrolateral (Figura 7C3) observamos células intensamente marcadas e
distribuidas de forma densa com tamanhos diferentes. No pulvinar inferior centromedial
(Figura 7E1) as celulas apresentam forte marcacao e distribuicdo densa. No pulvinar inferior
medial (Figura 7E2) as células convergem para a por¢do central do subnucleo e apresentam
palida marcacdo. No pulvinar inferior posterior (Figura 7E3) as células distribuem-se de forma
esparsa e apresentam-se aparentemente maiores quando comparadas as outras subdivisfes do
pulvinar inferior. Nos animais idosos, notamos diminui¢do na intensidade da marcacdo das
células do complexo pulvinar do tdlamo mostradas nas fotomicrografias nos trés niveis de
seccgdes coronais ao longo do eixo rostro-caudal (Figura 7B, D e F) quando comparadas aos
animais adultos. As células do pulvinar medial (Figura 7B1 e D1) bem como as células do
pulvinar anterior (Figura 7B2) apresentam marcacdo mais intensa e distribuicdo uniforme
quando comparadas a subdiviséo lateral (Figura 7B3 e D2) a qual apresenta marcacéo esparsa
com células distribuidas linearmente. No pulvinar inferior centrolateral (Figura 7D3), notamos
uma marcagao mais intensa com células distribuidas de forma densa. As células do Pulvinar
centromedial e medial (Figura 7F1 e F2) apresentam-se dispersas com marcagao esparsa. Ja as
células do pulvinar inferior posterior (Figura 7F3) mostram-se maiores e mais intensamente

marcadas, quando comparadas as outras subdivis6es do pulvinar inferior.
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Figura 7 — Fotomicrografias em campo claro de secc¢des coronais do encéfalo do sagui adulto
(A) e idoso (B) mostrando a citoarquitetura do complexo pulvinar em nivel rostral, pelo método
de Nissl. As areas pontilhadas representam sele¢do das subdivisdes medial, anterior e lateral
mostradas em maior aumento em Al-3 e B1-3, respectivamente. MPul, pulvinar medial; APul,
pulvinar anterior; LPul, pulvinar lateral; Rt, nicleo reticular; LD, nucleo lateral dorsal; DLG,
nucleo geniculado lateral dorsal; 3v, terceiro ventriculo. A distancia caudal (+) ao bregma (em
mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Em A e B, barra de escala de 300um; em Al-3 e

B1-3, barra de escala de 50um.
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Continuacao da Figura 7 — Fotomicrografias em campo claro de sec¢des coronais do encéfalo
do sagui adulto (C) e idoso (D) mostrando a citoarquitetura do complexo pulvinar em nivel
médio, pelo método de Nissl. As areas pontilhadas representam selecdo das subdivisdes medial,
lateral e centrolateral mostradas em maior aumento em C1-3 e D1-3, respectivamente. MPul,
pulvinar medial; LPul, pulvinar lateral; IPulCL, pulvinar inferior centrolateral; Rt, ndcleo
reticular; DLG, nucleo geniculado lateral dorsal; 3v, terceiro ventriculo; bsc, brago do coliculo
superior. A distancia caudal (+) ao bregma (em mm) € indicada no canto inferior esquerdo. Em
C e D, barra de escala de 300um; em C1-3 e D1-3, barra de escala de 50um.
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Continuacao da Figura 7 — Fotomicrografias em campo claro de sec¢des coronais do encéfalo
do sagui adulto (E) e idoso (F) mostrando a citoarquitetura do complexo pulvinar em nivel
caudal, pelo método de Nissl. As areas pontilhadas representam selecdo das subdivisdes inferior
centromedial, inferior medial e inferior posterior mostradas em maior aumento em E1-3 e F1-
3, respectivamente. IPulCM, pulvinar inferior centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial,
IPulP, pulvinar inferior posterior; Rt, nucleo reticular; bsc, braco do coliculo superior; Aq,
aqueduto cerebral. A distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior

esquerdo. Em E e F, barra de escala de 300um; em E1-3 e F1-3, barra de escala de 50pum.
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5.2.2 PROTEINA NUCLEAR NEURONAL ESPECIFICA (NEUN)

Observamos que a imunorreatividade a NeuN mostrou-se presente, em toda
extensdo, nas subdivisées do complexo pulvinar do talamo tanto em animais adultos como em
idosos (Figura 8). Nos animais adultos, as células apresentam intensa marcacdo ao longo do
eixo rostro-caudal em todo o complexo pulvinar (Figura 8A, C e E). Células morfologicamente
distintas foram visualizadas na subdivisdo medial, centro lateral e posterior (Figura 8A1, C1,
C3 e E3). Na subdivisdo anterior, as células sdo em sua maioria esféricas de tamanhos
aparentemente variaveis formando grupos (Figura 8A2). A subdivisdo lateral é caracterizada
pela presenca de células esféricas dispostas linearmente (Figura 8A3 e C2). A subdivisao
centromedial e medial sdo caracterizadas por células intensamente marcadas com formacéo de

grupos de acordo com a morfologia (Figura 8E1 e E2).

Nos animais idosos foram evidenciadas células imunorreativas a proteina NeuN
nos trés niveis de sec¢do do pulvinar. (Figura 8B, D e F). Apesar de notarmos uma diminuicao
na intensidade de marcacdo das células, pudemos observar que as células apresentam
morfologias distintas em algumas subdivisdes do pulvinar, como a medial (Figura 8B1) mas a
predominancia é do carater morfoldgico esférico. (Figura 8B2, D1, D3 e F2). As células do
pulvinar lateral apresentam uma distribuicdo linear esparsa (Figura 8B3). Na subdivisao centro-

medial e posterior evidenciamos células maiores e intensamente marcadas (Figura 8F1 e F3).
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Figura 8 — Fotomicrografias em campo claro de secc¢des coronais do encéfalo do sagui adulto
e idoso mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar & NeuN em nivel
rostral, através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam selecéo das subdivisGes
medial, anterior e lateral mostradas em maior aumento em Al-3 e B1-3, respectivamente. As
cabecas de setas em Al e 2 e B1 e 2, indicam a presenca de células com morfologia
diferenciadas. Em A3 e B3 a linha evidencia a organizacéo linear das células. MPul, pulvinar
medial; APul, pulvinar anterior; LPul, pulvinar lateral; Rt, ndcleo reticular; DLG, nlcleo
geniculado lateral dorsal; 3v, terceiro ventriculo. A distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é
indicada no canto inferior esquerdo. Em A e B, barra de escala de 300um; em Al1-3 e B1-3,

barra de escala de 50um.
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Continuacao da Figura 8 — Fotomicrografias em campo claro de sec¢Ges coronais do encéfalo
do sagui adulto e idoso mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar a
NeuN em nivel médio, através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam selecdo
das subdivisdes medial, lateral e inferior centrolateral mostradas em maior aumento em C1-3 e
D1-3, respectivamente. As cabecas de setas em C1 e 3 e D1 e 3 indicam a presenca de células
com morfologia diferenciadas. Em C2 e D2, a linha evidencia a disposicéo linear das células.
MPul, pulvinar medial; LPul, pulvinar lateral e IPulCL, pulvinar inferior centrolateral; Rt,
nucleo reticular; DLG, nucleo geniculado lateral dorsal; 3v, terceiro ventriculo; bsc, brago do
coliculo superior. A distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior

esquerdo. Em C e D, barra de escala de 300um; em C1-3 e D1-3, barra de escala de 50um.
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Continuacao da Figura 8 — Fotomicrografias em campo claro de sec¢Ges coronais do encéfalo
do sagui adulto e idoso mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar a
NeuN em nivel caudal, através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam sele¢édo
das subdivisdes inferior centromedial, inferior medial e inferior posterior mostradas em maior
aumento em E1-3 e F1-3, respectivamente. As cabecas de setas indicam a presenca de células
com morfologia diferenciadas nas subdivisdes. No limite da subdivisao inferior posterior (E3),
centromedial (F1) e posterior (F3) as células apresentam intensa marcacdo. IPulCM, pulvinar
inferior centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; IPulP, pulvinar inferior posterior; Rt,
nucleo reticular; bsc, brago do coliculo superior; Ag, aqueduto cerebral. A distancia caudal (+)
ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Em E e F, barra de escala de 300um;

em E1-3 e F1-3, barra de escala de 50pum.
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5.2.3 CALBINDINA (CB)

Verificamos em saguis adultos, através da imunoistoquimica para CB,
fotomicrografias do complexo pulvinar do talamo, ilustradas em trés niveis de sec¢Bes coronais
ao longo do eixo rostro-caudal (Figura 9A, C e E). Neurdnios imunorreativos com morfologia
esférica, piramidal e fusiforme foram observados nas subdivisbes medial, anterior e lateral do
pulvinar (Figuras 9A1-3 e C1). A subdivisdo lateral é evidenciada pela disposicédo linear das
células entre os feixes de fibras cortico-tectal (Figura 9C2). A subdivisdo inferior apresenta
células diferentes em cada subnicleo (Figura 9C3-E3). No pulvinar inferior centrolateral
observamos a presenca de celulas como morfologia piramidal distribuidas de forma esparsa
(Figura 9C3). Ja no pulvinar inferior centromedial, predominam células com morfologia
esférica dispostos de forma mais agrupada quando comparadas as células esféricas de tamanho
reduzido dispostas de forma esparsa na subdivisao inferior medial (Figura 9E1-2). Na Figura
9E3 as celulas apresentam intensa marcacéo a CB.

Em animais idosos a expressao de calbindina foi evidenciada nos trés niveis de
seccdo ao longo do eixo rostro-caudal (Figura 9B, D e F). No entanto, houve uma diminuicéo
da imunorreatividade a CB que foi bem evidenciada no pulvinar inferior na subdivisdo medial
e posterior (Figura 9F2-3). Neur6nios imunorreativos com morfologia esférica, piramidal e
fusiforme foram observados nas subdivisdes medial, anterior e lateral do pulvinar (Figuras 9B1-
3 e D1). Na subdivisdo lateral observamos células piramidais distribuidas entre as fibras do
feixe cortico-tectal (Figura 9D2). A subdivisdo inferior apresenta células aparentemente
diferentes em cada subnucleo (Figura 9D3-F3). No pulvinar inferior centrolateral observamos
a presenca de células com morfologia piramidal distribuidas de forma esparsa (Figura 9D3). J&
no pulvinar inferior centromedial, predominam células com morfologia esférica dispostas de
forma mais agrupada quando comparadas as celulas esféricas de tamanho reduzido dispostas

de forma esparsa na subdivisdo inferior medial (Figura 9F2).
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Figura 9 — Fotomicrografias em campo claro de secc¢des coronais do encéfalo do sagui adulto
e idoso mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar & CB em nivel rostral,
através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam selegéo das subdivistes medial,
anterior e lateral mostradas em maior aumento em Al1-3 e B1-3, respectivamente. As cabecas
de setas indicam a presenca de células com morfologia diferenciadas. Em Al e B1 notamos a
predominéncia de células esféricas (cabega de seta verde) com outros tipos morfolgicos
(cabecas de seta vermelho e azul) distribuidos de forma esparsa na subdivisdo medial. Em A2
e B2, observamos que as células estao distribuidas de forma dispersa com morfologia piramidal
(cabeca de seta vermelho), fusiforme (cabeca de seta azul) e esféricas (cabeca de seta verde).
A3 e B3 apresentam células em sua maioria com forma esférica. MPul, pulvinar medial; APul,
pulvinar anterior; LPul, pulvinar lateral; Rt, nucleo reticular; DLG, nucleo geniculado lateral
dorsal; 3v, terceiro ventriculo. A distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto
inferior esquerdo. Em A e B, barra de escala de 300um; em Al-3 e B1-3, barra de escala de

50um.
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Continuacao da Figura 9 — Fotomicrografias em campo claro de sec¢des coronais do encéfalo
do sagui adulto e idoso mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar a CB
em nivel médio, atraves de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam selecdo das
subdivisdes medial, lateral e inferior centrolateral mostradas em maior aumento em C1-3 e D1-
3, respectivamente. As cabecas de setas em C1l e D1 indicam a presenca de células com
morfologia diferenciadas (piramidal (cabeca de seta vermelho), fusiforme (cabeca de seta azul)
e esféricas (cabeca de seta verde)). Em C2 e D2 a linha evidencia a disposicao linear das células.
Em C3 e D3 céelulas com morfologia piramidal (cabecas de seta vermelho) séo destaques na
subdivisdo inferior centrolateral. MPul, pulvinar medial; LPul, pulvinar lateral e IPulCL,
pulvinar inferior centrolateral; Rt, nicleo reticular; DLG, nucleo geniculado lateral dorsal; 3v,
terceiro ventriculo; bsc, braco do coliculo superior. A distancia caudal (+) ao bregma (em mm)
é indicada no canto inferior esquerdo. Em C e D, barra de escala de 300um; em C1-3 e D1-3,
barra de escala de 50pum.
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Continuacao da Figura 9 — Fotomicrografias em campo claro de sec¢des coronais do encéfalo
do sagui adulto e idoso mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar a CB
em nivel caudal, através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam selecdo das
subdivis@es inferior centromedial, inferior medial e inferior posterior mostradas em maior
aumento em E1-3 e F1-3, respectivamente. As cabecas de setas em E1 e F1 indicam a
predominancia de células com morfologia esférica. Em E2 e F2 notamos um pequeno ndmero
de células esféricas esparsas. Em E3 e F3 células com morfologia piramidal, células esféricas e
fusiformes (cabecas de seta vermelho, verde e azul) distribuem-se na subdivisdo inferior
posterior. IPUlCM, pulvinar inferior centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; IPulP,
pulvinar inferior posterior; Rt, nlcleo reticular; bsc, braco do coliculo superior; Ag, aqueduto
cerebral. A distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Em

E e F, barra de escala de 300um; em E1-3 e F1-3, barra de escala de 50um.

59



5.2.4 PROTEINA ACIDICA FIBRILAR GLIAL (GFAP)

As células gliais revelaram-se imunorreativas a GFAP em toda a extensao rostro-
caudal do complexo pulvinar nos animais adultos (Figura 10A, C e E). A morfologia estrelada
caracteristica dos astrocitos denota a presenca desse tipo celular em todo o complexo
evidenciada em maior aumento (Figura 10A1-3, C1-3 e E1-3). Em animais idosos, podemos
apontar uma menor intensidade de marcacdo a GFAP em todas as subdivisbes do complexo

pulvinar (Figura 10B, D e F) evidenciadas em maior aumento em (10B1-3, D1-3 e F1-3).

60






Figura 10 — Fotomicrografias em campo claro de secc¢des coronais do encéfalo do sagui adulto
(A) e idoso (B) mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar &8 GFAP em
nivel rostral, através de imunoistoquimica. As &reas pontilhadas representam selecdo das
subdivisdes medial, anterior e lateral mostradas em maior aumento em Al-3 e B1-3,
respectivamente. MPul, pulvinar medial; APul, pulvinar anterior; LPul, pulvinar lateral; Rt,
nucleo reticular; DLG, ndcleo geniculado lateral dorsal; 3v, terceiro ventriculo. A distancia
caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Em A e B, barra de escala
de 300um; em Al-3 e B1-3, barra de escala de 50um.
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Continuacdo da Figura 10 — Fotomicrografias em campo claro de sec¢des coronais do
encéfalo do sagui adulto (C) e idoso (D) mostrando a imunorreatividade das células do
complexo pulvinar a GFAP em nivel médio, atraves de imunoistoquimica. As areas pontilhadas
representam selecéo das subdivisdes medial, lateral e inferior centrolateral mostradas em maior
aumento em C1-3 e D1-3, respectivamente. MPul, pulvinar medial; LPul, pulvinar lateral e
IPUlCL, pulvinar inferior centrolateral; Rt, nicleo reticular; DLG, nucleo geniculado lateral
dorsal; 3v, terceiro ventriculo; bsc, brago do coliculo superior. A distancia caudal (+) ao bregma
(em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Em C e D, barra de escala de 300um; em C1-

3 e D1-3, barra de escala de 50pm.
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Continuacdo da Figura 10 — Fotomicrografias em campo claro de sec¢des coronais do
encéfalo do sagui adulto (E) e idoso (F) mostrando a imunorreatividade das células do complexo
pulvinar a GFAP em nivel caudal, através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas
representam selec¢do das subdivisdes inferior centromedial, inferior medial e inferior posterior
mostradas em maior aumento em E1-3 e F1-3, respectivamente. IPulCM, pulvinar inferior
centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; IPulP, pulvinar inferior posterior; Rt, nlcleo
reticular; bsc, braco do coliculo superior; Ag, aqueduto cerebral. A distancia caudal (+) ao
bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Em E e F, barra de escala de 300um;

em E1-3 e F1-3, barra de escala de 50pum.
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5.3 - PROJECAO RETINIANA AO COMPLEXO PULVINAR

A presenca de fibras de projecao e botdes imunorreativos a CTb foi observada tanto em
animais adultos quanto em animais idosos evidenciando inervagdo proveniente da retina.
Notamos que a projecdo retiniana é exibida no nivel médio de seccédo, apenas na subdivisdo
medial do pulvinar inferior contralateral ao olho que recebeu a injecdo da CTb nos animais
adultos e idosos (Figura 11A e B). As Figuras 11A1-A3 e B-B3 mostram as fibras de projecéo
e botBes imunorreativos a CTb em animais adultos e idosos respectivamente. Visualizamos,
nos animais adultos, em grande quantidade, axénios pouco ramificados com comprimento e
espessura variaveis, varicosidades de diferentes tamanhos ao longo destes e terminagéo simples,
sendo classificadas como simples (“en passant”’) mostradas na figura C1-2. Nos animais idosos
(Figura 11B1-5), notamos que a projecdo retiniana é bem discreta quando comparada aos

animais adultos, mantendo o mesmo tipo de classificagdo (Figura 11A4 e B4).
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Figura 11 — Fotomicrografia em campo claro de sec¢édo coronal do encéfalo do sagui adulto
(A) e idoso (B) em nivel médio. A area pontilhada representa selecdo da subdivisdo inferior

medial, local da aferéncia retiniana. Em A E B, barra de escala de 300um.
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Continuacgao da Figura 11 — Fotomicrografia em campo claro de seccao coronal do encéfalo
do sagui adulto (A1) e idoso (B1) em nivel médio em maior aumento (Al e B1, 10X). As areas
pontilhadas em Al e B1 representam selecdo da subdivisdo inferior medial, local da aferéncia

retiniana. Em Al e B1, barra de escala de 100um.
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Continuacgao da Figura 11 — Fotomicrografia em campo claro de seccao coronal do encéfalo
do sagui adulto (A2) e idoso (B2) em nivel médio em maior aumento (A2 e B2, 20X). Em A2
e B2 observamos a presenca de fibras e botdes imunorreativos a CTh. Em A2 e B2, barra de

escala de 50 pm.
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Continuacao da Figura 11 — Fotomicrografia em campo claro de sec¢do coronal do encéfalo
do sagui adulto (A3) e idoso (B3) em nivel médio em maior aumento evidenciando o tipo de
fibra en passant (A3 e B3, 40X). Em A3 e B3, barra de escala de 20pm.
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Continucéo da Figura 11 — Fotomicrografia em campo claro de seccdo coronal do encéfalo
do sagui adulto (A) e idoso (B) em nivel médio em maior aumento evidenciando o tipo de fibra

en passant (40X). Inverséo de cores no Software Canvas X. Em A e B, barra de escala de 20pum.
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Continuacao da Figura 11 — Fotomicrografia em campo claro de seccao coronal do encéfalo
do sagui adulto em nivel médio em maior aumento evidenciando o tipo de fibra en passant (C,
20X, C1 40X). As areas selecionadas em C estdo representadas em C1. O desenho das fibras e
botdes estdo ilustrados em C2. O desenho das fibras e botdes no sagui idoso esta representado
em B5. Em B5, barra de escala de 20pum; em C, barra de escala de 50um; em C1 e C2, barra de
escala de 20pm.
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6. DISCUSSAO
6.1 CITOARQUITETURA PELO METODO DE NISSL

As evidéncias atuais sustentam a visdo de que o complexo pulvinar compreende o
pulvinar inferior que inclui quatro nucleos: pulvinar inferior posterior (PIp), pulvinar inferior
medial (PIm), pulvinar inferior centromedial (Plcm) e pulvinar inferior centrolateral (Plcl). Pelo
menos o Plp, PIm e Plcm, ndo estdo completamente dentro do pulvinar inferior, mas se
estendem acima do braco do coliculo superior até o territorio da subdivisdo medial, o pulvinar
medial. As outras duas subdivisdes sdo o pulvinar lateral e o pulvinar anterior (Baldwin et al.,

2017, Jones 2007). Nossos resultados corroboram com as evidéncias anteriores.

Nos nossos resultados, os aspectos citoarquitetdnicos obtidos pelo método de Nissl
apontam o complexo pulvinar como um conjunto de ndcleos talamicos com células
intensamente marcadas, possibilitando a identificacdo de quatro nicleos. Nossos dados estdo
de acordo com dados obtidos em humanos e Macaca (Olszewski, 1952; Hirai & Jones, 1989a;
Grieve et al., 2000; Munkle et al., 2000; Shipp, 2003) mas difere dos achados em Cebus onde
foi demonstrado a presenca de apenas trés ndcleos: pulvinar medial (PM), pulvinar lateral (PL)
e pulvinar inferior (P1) (Soares et al., 2001). Nesse mesmo estudo, foi observado a presenca de
cinco subdivisdes no nucleo pulvinar inferior: posterior (PIP), medial (PIM), central (PIC),
lateral (PIL) e lateral dorsal (PILS) corroborando com dados anteriores em Saimiri € em
Macaca usando calbindina, parvalbumina, e citocromo-oxidase (Cusick et al., 1993; Gutierrez
etal., 1995; Gray et al., 1999).

Nossos dados com base na citoarquitetura diferem desses dados, visto que observamos
apenas quatro subdivisdes para o nucleo pulvinar inferior: pulvinar inferior centrolateral
(IpulCL), pulvinar inferior centromedial (IpulCM), pulvinar inferior medial (IpulM) e pulvinar
inferior posterior (IpulP) mas corroboram com os dados em macaco-esquilo onde foi observado

quatro subdivisdes no pulvinar inferior (Baldwin et al., 2017).

Dados em saguis idosos utilizando a coloracdo de Nissl, mostrou uma redugéo
significativa no nimero de neurdnios presentes no nucleo supraquiasmatico destes animais
(Engelberth et al., 2014). Um estudo recente em humanos idosos, evidenciou por ressonancia
magnética atrofia cortical posterior acarretando défices visuo-espaciais, no entanto a

conectividade do pulvinar medial e pulvinar lateral aumentaram (Fredericks et al., 2019).
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Apesar de ndo realizar uma anélise quantitativa, notamos que o complexo pulvinar em
saguis idosos pelo método de Nissl mostrou-se com um grau de marcacao reduzido, seja pela
reducdo no numero de células, ou ainda pelas alteracdes intracelulares resultantes do processo

de envelhecimento biologico.

6.2 EXPRESSAO DE NEUN

NeuN é considerada uma proteina nuclear especifica do sistema nervoso é expressa no
nacleo e no citoplasma da maioria de suas células e tem sido usada em muitos estudos (Mullen
etal., 1992; Gittins e Harrison, 2004; Preusser et al., 2006). A imunorreatividade a NeuN pode
ser detectada em varias espécies de vertebrados, incluindo anfibios, passaros e mamiferos
sugerindo uma consideravel conservacdo desta proteina na escala filogenética (Lind et al.,
2005).

Estudos realizados com camundongos neonatos e adultos apontam que NeuN aparece
precocemente no desenvolvimento do sistema nervoso e persiste na idade adulta (Mullen et al.,
1992). Além disso, NeuN tem sido estudada como um marcador da maturagdo neuronal no
sistema nervoso fetal humano onde células imunorreativas a NeuN sdo vistas apds 0 processo
de migrag&do neuronal (Sarnat et al., 1998), em estudos morfométricos como marcador neuronal
de tecido cerebral humano pds-morte (Wolf et al., 1996; Gittins e Harrison, 2004), em
diagnosticos de histopatologia € considerado um marcador da diferenciacdo neuronal em
tumores cerebrais (Preusser et al., 2006; Soylemezoglu et al., 2003) e em estudos de desordens
neuro-degenerativas (Falke et al., 2003; Kordower, et al., 2001). Estudos relatam que a
imunorreatividade para NeuN diminui drasticamente ap6s danos no sistema nervoso central
(Bendel et al., 2005; Ajmo et al., 2006; Liu et al., 2009) e essa diminui¢do pode indicar uma
mudanga na antigenicidade da proteina NeuN em vez de morte celular, e alguns neurénios
podem recuperar 0 seu padrdo de marcagdo apos o reparo (Unal-Cevik et al., 2004).

No complexo pulvinar os neurénios apresentam propriedades fisioldgicas heterogéneas.
A diversidade celular parece refletir o direcionamento das células cujas caracteristicas de
resposta retém as caracteristicas das ceélulas de entrada. Com isso, os diferentes tipos de
aferéncias reflete escassez de interconectividade local com minima mistura lateral de sinais
dentro de uma mesma subdivisdo do pulvinar (Berman & Wurtz, 2008; 2010; 2011). No nosso
estudo observamos, através da imunorreatividade das células a NeuN, a presenca de células

com morfologia distinta e intensidade de marcacédo diferenciadas estando bem distribuidas nas
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subdivisbes deste complexo. Nossos dados podem representar possiveis particularidades
morfofisiologicas dessas células quanto suas conectividades. E interessante considerar como
diferentes tipos de aferéncias podem moldar a funcéo no nivel neuronal e comportamental. Por
exemplo, as células do pulvinar que recebem informacdes do coliculo superior podem ter uma
funcdo fundamentalmente diferente das que recebem informagdes do cortex como foi
observado em estudos nos ultimos anos (Berman & Wurtz, 2008; 2010; 2011) demonstrando
assim que as populactes locais de neurdnios de projecdo eram altamente heterogéneas em
relacdo as suas fontes de entrada e aos tipos de sinais que eles transmitiam.

Embora NeuN tenha sido identificada em grande parte das células nervosas, existem
neurdnios NeuN negativos incluindo os neurénios Cajal-Retzius da camada 1 do cértex cerebral
em desenvolvimento, o nucleo olivar inferior no bulbo, as células mitrais no bulbo olfatério, as
células de Purkinje e o nucleo denteado no cerebelo (Sarnat et al., 1998; Kumar & Buckmaster,
2007). Além disso, NeuN ndo € expressa em células da glia (Mullen et al., 1992). Estudos em
humanos levam a crer que a falta de imunorreatividade para NeuN por neur6énios do ndcleo
olivar inferior e ndcleo denteado cerebelar sugere uma origem embrionaria comum com as
células de Purkinje a partir do tubérculo cerebelar. Apesar disso, 0s neurdnios pontinos basais
que apresentam mesma origem embrionaria dos grupamentos supracitados exibem forte
imunorreatividade a NeuN durante o desenvolvimento e na idade adulta (Sarnat et al., 1998).
Esta diferenca sugere que talvez a expressdo de NeuN ndo apresente tanta influéncia em relacéo
a origem embrionaria, mas sim em outros aspectos celulares. Estudos relatam que a
imunorreatividade a NeuN é modulada por sinais fisiolégicos e patolégicos como
despolarizacéo cronica da célula e lesbes em nervos e tratos (Weyer & Schilling, 2003; McPhail
et al., 2004).

Um estudo a nivel molecular, documenta que NeuN apresenta duas isoformas
eletroforeticamente distinguiveis de 46 KDa e 48KDa e ambas as isoformas podem ser
encontradas no nudcleo celular e citoplasma, porém a abundancia nestes compartimentos é
distinta podendo existir pelo menos sete diferentes formas fosforiladas da proteina NeuN, onde
a imunorreatividade desta depende do estado de fosforilacdo visto que um grupamento fosfato
é critico para a adequada formacéo do epitopo a ser reconhecido pelo anticorpo (Lind et al.,
2005).

Diante da proposta que a imunorreatividade a NeuN depende do estado de fosforilagéo
da proteina (Lind et al., 2005), processo de envelhecimento poderia alterar os niveis de

fosforilagéo, levando a perda de neurdnios (Igbal & Grundek-Igbal, 2005). Estudos em sagui
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idosos utilizando NeuN demonstra que o nimero de neur6nios no nucleo supraquiasmatico
diminui significativamente (Engelbert et al., 2014). Nossos resultados apontam que nos animais
idosos a intensidade de marcagdo a NeuN é reduzida no complexo pulvinar do sagui, podendo

indicar diminuigdo no nimero de células ou alteracdo da antigenicidade das células presentes.

6.3 IMUNORREATIVIDADE A CALBINDINA

A Calbindina pertence a uma classe especial de proteinas que se ligam ao fon Ca?* para
regular a sua concentragéo intracelular.

Warner e colaboradores (2015) indica que a expressdo das proteinas de ligantes de
calcio, parvalbumina e calbindina, fornece informacdes sobre o papel regulador das vias
taldmicas. Estudos anteriores apontam que células imunorreativas a calbindina no pulvinar
projetam principalmente para a camada 1 do cértex com fungdo modulatoria (Jones 1998, 2001;
Shipp et al., 2003). Outros estudos demonstram que 0s neurdnios de retransmissao pulvinar-
MT expressam parvalbumina, sugerindo que eles sdo capazes de direcionar a aferéncia da retina
para MT, enquanto os neurdnios de retransmissdao do GLD-MT expressam calbindina, o que é
mais indicativo de um papel modulador (Sherman 2007, 2012).

Estudos em macacos-esquilo utilizaram calbindina (CB), para identificar o pulvinar
inferior posterior (Ipulp) e o pulvinar inferior medial (IpulM), e subdividir o pulvinar inferior
nas por¢Oes centrolateral (IPulCL) e centromedial (IPuICM). Os resultados revelaram que o
IPulp e o IPulCM obtiveram intensa marcacdo para CB, enquanto o IPulCL obteve marcacgéo
menos intensa para CB. No pulvinar inferior medial (IPulM) houve pouca marcacédo de CB
(Cusick et al., 1993; Gutierrez et al., 1995; Gray et al., 1999). Nossos dados em sagui adultos
corroboram com os resultados descritos, visto que as células das subdivisdes inferior posterior
e inferior centrolateral apresentam forte imunorreatividade a CB, diferindo da subdiviséo
centromedial com menor intensidade de marcacdo. Na subdiviséo inferior medial existe quase
uma nulidade da marcagéo.

Nos animais idosos, a expressdo de CB apresentou-se reduzida principalmente nas
subdivisdes do pulvinar inferior corroborando com Geng e colaboradores (2015) que sugerem
uma reducdo da CB relacionada a idade e essa diminui¢do pode contribuir para 0s aumentos

observados nos niveis de ions Ca?* que por sua vez eleva o dano oxidativo.
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6.4 EXPRESSAO DE GFAP

Os astrocitos sdo elementos de sinalizacdo dinamica que integram entradas neuronais,
exibem excitabilidade, podem modular neurénios vizinhos e participam em funces criticas e
essenciais do sistema nervoso como plasticidade, aprendizagem e memoria (Araque etal., 2001;
Fields & Stevens-Graham, 2002; Hansson & Rénnbéack, 2003). Além disso, Os astrocitos sao
células que apresentam fungbes essenciais no sistema nervoso como a regulacdo das
concentracOes idnicas de célcio e potéssio, bem como a liberacdo de substancias nos espacos
extracelulares em resposta a neurotransmissores (Bowman & Kimelberg, 1984; Barbour, et al.,
1989; Nowak, et al., 1987; Van den Pol, 1991; Zou et al., 2010). Os astrdcitos podem regular a
formacéo e remodelacdo de sinapses (Ullian et al., 2001), regular a diferenciacdo neuronal e
induzir a neurogénese a partir de células-tronco neurais (Blondel et al., 2000; Song et al., 2002).
Estudos mostram que os astrocitos apresentam um importante papel na regulagdo dos ritmos
circadianos e que a comunicacdo intercelular entre neurénios e astrécitos é provavelmente
efetuada através de juncdes comunicantes (Prosser et al., 1994; Tamada et al., 1998).

A proteina acidica fibrilar glial (GFAP) € um componente dos filamentos intermediarios
encontrada no citoplasma dos astrdcitos e € comumente usada como um marcador especifico
para essas células (Eng et al., 1971; Lazarides, 1980). Esta proteina é detectada durante o
desenvolvimento nas células da glia radial em resposta a danos (Bignami & Dahl, 1974) e
também no cérebro em desenvolvimento normal de pintos (Tapscott et al., 1981) e primatas
(Levitt & Rakic, 1980; Choi, 1986). A expressao de GFAP também pode ser detectada na vida
poOs-natal através de imunoistoquimica e outras técnicas (McDermott & Lantos, 1989). Estudos
mostram a presenca de um ritmo enddgeno na imunorreatividade para esta proteina no NSQ de
hamsters e camundongos, modulado pelas aferéncias retinianas (Lavialle et al., 2001; Santos et
al., 2005) e achados em ratos e hamsteres mostram que a GFAP esta presente em toda extensao
do NSQ e FIG desses animais (Morin et al., 1989).

Embora seja amplamente utilizado como marcador de astrocitos, a funcdo de GFAP
ainda € incerta (Middeldorp & Hol, 2011). Neste trabalho, observamos células imunorreativas
a GFAP que comprova a presenca de astrocitos em todos os niveis de seccdo do complexo
pulvinar. Um estudo recente em humanos demonstra que a expressdo dessa proteina esta
presente em todo o complexo em individuos saudaveis, sendo intensificada quando paciente
apresentam acumulo de proteinas anormais (corpos de Lewy) em todo o complexo pulvinar e

doenca de Alzheimer. O fato de o pulvinar apresentar um papel importante na atencao visual,
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na selecdo de alvos visuais e na percepcdo visual afetiva, pacientes com essas patologias
apresentam comprometimento dessas funcdes tornando-os vulneraveis a alucinac@es visuais
(Erskine et al., 2017). Um estudo em Tupaia belangeri aponta que o nimero de células gliais
no pulvinar superam o numero de neurénios imunorreativos a NeuN, em uma proporc¢do de
2,5:1(Wei et al., 2011).

Apesar de estudos apontarem uma maior expressdo de astrocitos em idosos (Cerbai et
al., 2012; Engelbert et al., 2013), nossos dados diferem e sugerem uma reducéo da expressao
de GFAP em toda a extensdo do complexo pulvinar. Acredita-se que os astrécitos ndo sao
essenciais para o processamento de informag6es, mas fornecem suporte aos neurénios (Kandel
et al., 2014). No nosso estudo, embora qualitativo, observamos uma reducdo neuronal e isso
pode refletir na diminuicao da expressdo dessas células gliais, visto que as mesmas estabelecem

intima relagcdo com os neurdnios.

6.5 FIBRAS/TERMINAIS IMUNORREATIVOS A CTB

A informacao fotica é transmitida ao cérebro por pelo menos 17 tipos distintos de células
ganglionares definidas por suas caracteristicas morfoldgicas, propriedades de reposta a luz e
centros de projecéo (Field & Chichilnisky, 2007). Perry e colaboradores em 1984 observaram
em primata, projecdes da retina para as camadas magnocelular e parvocelular do nucleo
geniculado lateral indicando um papel dessas na percepgéo visual.

O pulvinar visual, que inclui as subdivisdes inferior e lateral, apresentam fungdes visuais
e sdo distintas de outras partes do talamo que sdo tradicionalmente incluidas no pulvinar, como
o0 pulvinar medial, que tem amplas conexdes com partes ndo sensoriais ou de associacdo do
cortex e o pulvinar anterior, uma parte importante, mas ndo estudada, do sistema
somatossensorial (Jones, 2007).

A CTb tem sido amplamente utilizada como um tragador neuronal altamente sensivel
em diversos estudos (Mikkelsen, 1992; Schimizu et al., 1994; Nakagawa et al., 1998; Costa et
al., 1998; 1999; Cavalcante et al., 2005; Engelberth et al., 2008; Nascimento Jr et al., 2010;
Cavalcante et al., 2011; Morais et al., 2014; Fiuza et al., 2016).

O papel do pulvinar como um relé da informacdo retiniana ao cértex durante o
desenvolvimento é critico por apoiar o comportamento visual no recém-nascido e facilitar a
maturacdo do cortex extra-estriado. Estudos recentes utilizando injecdo de tragador anterdgrado

identificaram uma via transitdria presente no inicio da vida que se projeta diretamente da retina
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para o pulvinar, sem envolvimento do coliculo superior, com terminais marcados na por¢ao
medial do ndcleo pulvinar inferior (IPulm) cujos neurénios se projetam para a area temporal
medial (MT) uma area cortical associada com a via visual dorsal, visto que o desenvolvimento
da percepcao de movimento antes da percepcao de forma é essencial para a sobrevivéncia do
animal (O’Brien et al., 2001; Kiorpes & Movshon, 2004; Warner et al., 2010; 2012; Kiorpes et
al., 2012). Estudos envolvendo lesbes no cortex visual primario em saguis neonatos apontam
um fortalecimento da via retino-pulvinar-MT (Leopold, 2012; Bridge et al., 2017). No entanto,
em primatas adultos esta via retino-pulvinar esta presente, porém é muito mais esparsa pois
durante o desenvolvimento normal, a medida que a via retino-geniculo-estriado amadurece e
comeca a dominar a entrada visual no cortex através das radia¢fes Opticas, a via visual inicial
através do pulvinar inferior medial regride (Nakagawa & Tanaka, 1984; Cowey et al., 1994;
O’Brien et al., 2001; Warner et al., 2010; Bridge et al., 2017).

Nossos dados evidenciam a presenca de numerosas fibras/terminais no ndcleo pulvinar
inferior medial dos animais adultos através da injecdo intraocular de CTh. Os axénios podem
ser classificados como simples (“en passant”) por serem pouco ramificados com comprimento
e espessura variaveis com varicosidades de diferentes tamanhos ao longo destes e terminacao
simples (Sherman, 2012). Nossos dados corroboram com dados anteriores em sagui onde foi
observada a presenca de terminais retinianos no pulvinar inferior medial adjacente ao braco do
coliculo superior contralateral ao olho que recebeu a injecdo de CTh (Warner et al., 2010).
Nossos dados sugerem pela classificagdo simples das fibras que a projecéo retiniana é direta ao
pulvinar e parece ndo formar projecOes colaterais, o que corrobora com dados anteriores que
demonstra que a aferéncia retiniana ao pulvinar independe das projecdes retinianas ao coliculo
superior e ao nucleo geniculado lateral (Kwan et al., 2019).

No entanto, observamos em nosso estudo que a projecdo da retina para o pulvinar em
sagui idoso é discreta quando comparada aos animais adultos, porém a classificagdo (“en
passant”) é conservada. Estudos com ratos e saguis idosos utilizando CTb em areas talamicas
e hipotalamicas respectivamente, demonstram um declinio da aferéncia retiniana (Engelbert et
al., 2014; Fiuza et al., 2016). Na retina, varias doencas degenerativas ocorrem como resultado
de alteracdes em mecanismos celulares e moleculares, sendo a idade um contribuinte para o
desenvolvimento de varias patologias. Um estudo realizado com camundongos jovens e idosos
demonstra que o aumento da idade promove alteragdes nos genes que codificam proteinas
envolvidas na ativagdo da resposta imune e da microglia presente na retina (Chen et al., 2010).

Durante o processo de envelhecimento o nimero de células ganglionares decresce, assim como,
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a populagéo dos fotorreceptores sendo os do tipo bastonete mais afetada quando comparada
com a dos fotorreceptores do tipo cone (Curcio & Druker, 1993; Curcio et al., 1993; Gao &
Hollyfield, 1992). Essa reducéo da projecdo observada em nosso trabalho pode ser resultante
de alteragGes nas celulas ganglionares da retina que projetam para o IPulM.

Estudo de conexdes observou que o tamanho das varicosidades é associado com uma
maior eficiéncia sindptica. As varicosidades de maior tamanho (classe 1) exerce um grande
efeito pos-sinaptico (driver) enquanto as vias com botdes de menor tamanho (classe 2) exercem
efeito pds-sinaptico menor, com funcdo modulatéria (modulator) (Sherman, 2012; Petrof &
Sherman, 2013). Notamos em nosso estudo que as fibras/terminais que expressam CTb na
subdivisdo inferior medial em sagui parecem exercer um papel modulador, visto que 0s botdes
sdo pequenos e o0s axdnios delgados caracteristicos da classe 2. Kwan e colaboradores (2019)
levantam a questdo de que o pulvinar poderia conduzir ou modular a funcéo visual.

Estudos demonstram que o pulvinar apresenta uma circuitaria local que interage
intrinsicamente devido a presenca de: axdnios ramificados e altamente divergentes que podem
atravessar e serem vistos em outras subdivisdes (Rockland 1996, 1998); longos interneurénios
inibitorios (Imura & Rockland 2006); “pontes” entre as subdivisdes do pulvinar inferior que
expressam calbindina e substancia P (stepniewska, 2003); e aferéncias inibitorias do ndcleo
reticular o qual recebe ramificacGes excitatorias dos axénios tdlamo-corticais e cortico-
talamicos (Sherman & Guillery, 2000).

Apesar de ser um estudo de carater qualitativo, nossos dados apontam diferencas entre
animais adultos e idosos sugerindo que o complexo pulvinar pode sofrer uma perda significativa

de caréter funcional quanto ao processamento da informagao visual.
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7. CONCLUSOES

Neste estudo podemos concluir através de andlise qualitativa, que o complexo pulvinar
do tdlamo em saguis adultos e idosos apresenta-se composto por quatro por¢es: anterior,
medial, lateral e inferior. O pulvinar inferior apresentou quatro subdivisdes: centrolateral,
centromedial, medial e posterior. Todas as subdivisdes foram evidenciadas pelas coloracdes de
Nissl, NeuN e CB que possibilitou a delimitacdo destes nucleos.

A distribuicdo e morfologia neuronais puderam ser visualizadas e caracterizadas através
de imunohistoquimica contra NeuN e CB onde observamos neur6nios morfologicamente
distintos (esféricos, fusiformes e piramidais) nas subdivisdes do complexo pulvinar do sagui.
Nos animais idosos, o padrdo de marcacgdo celular a NeuN e a CB foi diminuido, com areas de
quase nulidade como o pulvinar inferior medial para CB. No entato, o carater morfol6gico
distinto observado em nos animais adultos e idosos pode sugerir diferencas funcionais das
subdivisoes.

A imunorreatividade a CTb mostrou-se diminuida entre animais adultos e idosos. Nos
animais adultos visualizamos que a projecao da retina ao pulvinar alcanca a subdiviséo inferior
medial com uma maior densidade de fibras/terminais com axo6nios delgados, presenca de
varicosidades ao longo do axénio sem ramificacdes laterais. Nos animais idosos, a projecédo
retiniana é bem sutil, no entanto apresenta as mesmas caracteristicas descritas nos animais
adultos, sendo em ambos as fibras simples com papel modulatorio.

A presenga de astrocitos em todas as subdivisdes do complexo pulvinar foi caracterizada
pela imunorreatividade destes a GFAP. Nos animais idosos, observamos uma reducdo na
expressao da proteina quando comparados aos animais adultos. Essa diferenca pode ser
aparentemente por uma diminuicdo da populacéo celular.

Diferencas morfoldgicas foram observadas no nosso estudo, no entanto, analises

guantitativas poderiam elevar a precisdo dos dados.
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MANUSCRITO

A seguir, texto estruturado como manuscrito preliminar em portugués, contendo
introducdo, metodologia, resultados e discussdo. A formatacdao segue as normas do periédico

Journal of Chemical Neuroanatomy.

ANALISE CITOARQUITETONICA E AFERENCIA RETINIANA AO COMPLEXO
PULVINAR DO SAGUI (Callithrix jacchus): UMA COMPARACAO ENTRE ADULTOS E
IDOSOS.

1. INTRODUCAO

A visdo é uma das cinco modalidades sensoriais que fornece a varias espécies de animais
a capacidade de deteccdo de objetos. O sistema visual apresenta dois diferentes tipos de vias
aferentes conhecidas como via classica e via ndo classica. A via classica, ou via retino-geniculo-
cortical, é a principal via visual em vertebrados superiores que transmite a informacéo da retina
para o cortex visual primario utilizando o nacleo geniculado lateral do tdlamo (GLD) como seu
nucleo relé. A via ndo classica tem pelo menos duas partes, uma que transmite a informacéo
luminosa para o coliculo superior (CS) e a outra que envolve o nucleo pré-tectal e o pulvinar
do talamo. O papel da via ndo classica inclui andlise visual de espaco, percepcdo da forma
global, mediando varios reflexos visuais. (M@ller, 2003).

Embora esteja presente em todos os grupos de vertebrados, o talamo é mais altamente
desenvolvido em mamiferos, especialmente em primatas. Praticamente todos os sistemas
sensoriais passam através do tdlamo no seu trajeto ao cértex cerebral e por sua vez, cada regido
do talamo recebe projecdes a partir da area cortical que este projetou. (Carpenter, 1995). O
complexo pulvinar é um dos componentes dos ndcleos especificos do tdlamo estando
relacionado com areas de associacdo do cortex, envolvido em mecanismos integrativos
superiores. Essa estrutura ocupa uma funcdo no cortex visual extraestriado que é equivalente a
funcéo do ndcleo geniculado lateral no sistema visual primario lidando com o processamento
visuomotor e percepcdo visual (Stepniewska, 2004). Analise citoarquitetdnica em Cebus
indicam a presenca de trés subdivisdes no complexo pulvinar: o pulvinar medial (PM) um
nucleo grande e homogéneo, o pulvinar lateral (PL) contendo células que sdo separadas em
aglomerados por muitas fibras que passam horizontalmente através deste nucleo e, o pulvinar
inferior (P1) um nucleo compacto e com células fortemente marcadas, separado do restante do

pulvinar pelo braco do coliculo superior (Soares et al., 2001). Seccbes coradas pelo método de
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Nissl em humanos e Macaca mulatta apontam que este complexo apresenta quatro subdivisoes:
nucleo pulvinar medial (PIm), nucleo pulvinar lateral (PII), nucleo pulvinar inferior (Pli) e
nucleo pulvinar anterior (Pla) (Olszewski, 1952; Hirai e Jones, 1989a; Grieve et al., 2000;
Shipp, 2003).

O complexo pulvinar recebe terminais da retina, do coliculo superior, do cortex visual
e do complexo pré-tectal onde cada area se projeta para areas particulares dessa estrutura
(Berman e Jones, 1977). Estudos anteriores ja indicavam a presenca de terminais retinianos no
pulvinar de primatas (Hassler, 1966). Um estudo prévio envolvendo lesdes no pulvinar ndo
revelou grandes déficits visuais (Chow, 1954), no entanto, por¢6es do pulvinar estdo claramente
implicados nas funcgdes visuais, uma vez que, este recebe projecfes do coliculo superior e
projeta-se para areas do cortex occipital, temporal e parietal (Chow, 1950; Allman et al., 1972;
Rezac e Benevento, 1979). Petersen e colaboradores (1987) sugerem um papel do pulvinar na
atencdo visuo-espacial. Em humanos foi observada uma diminui¢do no tamanho do nucleo
pulvinar inferior em individuos que apresentam anoftalmia, uma malformacdo congénita
caracterizada pela auséncia de um ou de ambos os olhos (Hassler, 1966). Campos-Ortega e
colaboradores (1970) verificaram a presenca de aferéncias diretas da retina para o nucleo
pulvinar inferior em Macaca mulatta e babuinos (Papio ursinus ursinus). Itaya e Van Hoesen
(1983) demonstraram a presenca de projecdes retinianas predominantemente contralateral no
nucleo pulvinar medial e, bilateral no ndcleo pulvinar inferior em Macaca mulata e Macaca
fascicularis. Dados neuroquimicos do complexo pulvinar em Saimiri e em Macaca usando
calbindina, parvalbumina, e citocromo-oxidase (Cusick etal., 1993; Gutierrez et al., 1995; Gray
et al., 1999) sugerem uma subdivisdo do pulvinar inferior destas espécies em cinco porcdes:
posterior (PIP), medial (PIM), central (PIC), lateral (PIL) e lateral dorsal (PILS) semelhante ao
padrdo visto posteriormente em Cebus (Soares et al., 2001).

O envelhecimento é um fenémeno complexo que afeta todos os sistemas organicos
(Mattison e Vaughan 2017). Esse processo biologico pode ser definido como o acumulo
sisttmico de moléculas disfuncionais que excedem a capacidade de reparo ou substituic&o,
aumentando dessa forma a vulnerabilidade do individuo as patologias relacionadas com a idade
(Bengtson e Serttersten Jr et al., 2016). Essas disfun¢des podem ser ocasionadas por estresse
oxidativo (Muller et al., 2007) e disfungdo mitocondrial (Bishop et al., 2010). Estudos apontam
que durante o processo de envelhecimento ocorrem alteragdes das fungGes cognitivas (Pace-
Schott e Spencer, 2011), aléem de alteracbes morfoldgicas e neuroquimicas nos componentes

centrais do sistema de temporizacdo circadiano, tanto em roedores quanto em primatas nao-
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humanos (Lupi etal., 2012; Engelbert et al., 2013; 2014; Fiuza et al., 2016). Essas modificagOes
também ocorrem em outras areas do sistema nervoso provocando alteragdes em
neurotransmissores, atrofia da substancia cinzenta total (Oh et al., 2014), mudancgas no tamanho
do soma e dendritos (Duan et al., 2003), promovendo dessa forma um desequilibrio funcional
(Waldvogel et al, 1991). O sagui € um modelo experimental de primata ndo-humano ja
consolidado em nosso laboratério (Costa et al., 1998; Costa et al., 1999; Nascimento et al.,
2010; Cavalcante et al., 2011; Lima et al., 2012; Souza et al., 2013; Engelberth et al., 2013,
2014; Cavalcanti et al., 2016; Duque-Neto, 2019). Nos ultimos anos, este tem sido utilizado em
pesquisas biomédicas e neurocientificas em virtude da sua proximidade filogenética com seres
humanos (Masnfield, 2003; Mitchell e Leopold, 2015; Riesche et al., 2018; Veyres et al., 2018).
Pesquisas sobre o processo de envelhecimento bioldgico tem se sido alvo de varios estudos nas
Gltimas décadas, visto que, o envelhecimento modifica a morfologia e neuroquimica celular,
acarretando alteracdes fisiologicas, resultando dessa forma em modificagdes na capacidade
responsiva dos sistemas cerebrais (Leuner et al., 2007). No entanto, a grande maioria das
pesquisas de envelhecimento ocorre em espécies ndo-primatas.

O objetivo desse estudo € caracterizar citoarquitetonicamente o complexo pulvinar do
tdlamo em saguis adultos e idosos delimitando as subdivisfes através da distribui¢do neuronal
e do carater morfoldgico celular por meio da técnica imunoistoquimica utilizando NeuN e CB,
combinadas ao método de Nissl, além de comparar o padrdo marcacdo de terminais retinianos
no complexo pulvinar atraves da injecdo intraocular da Subunidade b da Toxina Colérica (CTh)
entre animais adultos e idosos e a expressdo de GFAP nestes.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 ANIMAIS

Neste estudo utilizamos 3 saguis adultos com idade entre 3-6 anos e 3 saguis idosos
com idade 10-11 anos, provenientes do Nucleo de Primatologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte (UFRN) (Licenca do IBAMA N° 1/24/92/0039-0). Neste local os
animais foram mantidos em gaiolas de alvenaria e tela de arame, medindo 2,00 x 1,00 x
2,00m, estando expostos as condi¢des de temperatura, umidade e iluminagdo naturais, com
alimentacdo a base de frutas e &gua disponivel continuamente em bebedouros. Todos os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da UFRN (CEUA-
UFRN N° 009.013/2017).
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2.2 - INJECAO INTRAOCULAR DE TRACADOR

Inicialmente realizamos a investigacdo das projecOes retinianas as subdivisdes do
complexo pulvinar nesta espécie utilizando a subunidade b da toxina colérica (CTb). Esse
tracador neuronal é captado pelo corpo do neurdnio e transportado via fluxo axoplasmético aos
terminais, ndo possuindo propriedade transindptica. Os animais receberam como medicagédo
pré-anestésica o sulfato de atropina na dose de 0,04 mg/kg, e 2mg/kg de tramadol ambos por
via subcutdnea. Ap6s 15 minutos foi administrado como indutor da anestesia, por via
intramuscular, ketamina e xilazina, misturadas na mesma seringa, na dose de 10mg/kg e
0,5mg/kg respectivamente e para manutencdo da anestesia foi utilizado isoflurano através de
mascara e oxigénio 100%. Realizamos uma injecéo intraocular (olho esquerdo) de 80ul de uma
solucédo aquosa de CTb (List Biological Laboratories, Inc., Campbell, CA) 1mg/ml em tampé&o
fosfato 0,1 M, pH 7,4 contendo dimetilsufoxido a 10% para aumentar a permeabilidade e
captacdo dessa substancia pelas células ganglionares da retina. A injecdo foi realizada por meio
da introducdo de uma agulha (calibre 30) na juncéo esclera-corneal, atingindo o corpo vitreo a
um angulo de aproximadamente 45 graus. A solucdo foi injetada por presséo com o auxilio de
uma micro-bomba propulsora em uma velocidade de 1pl por minuto. Ao fim da injecdo, a
agulha permaneceu no local por 15 a 30 minutos a fim de evitar o refluxo da solucéo. Apos a
retirada da agulha foi administrada uma pomada cicatrizante no olho do animal. Encerrado o
procedimento da injecdo intraocular, os animais foram conduzidos a gaiola de isolamento no
Nucleo de Primatologia, permanecendo em observacdo pelo periodo de sobrevida de 5 dias,
tempo ideal para o transporte do tracador da retina para toda parte do sistema nervoso. Apos 0

periodo de sobrevida, os animais passaram pelos procedimentos de perfusdo e microtomia.

2.3 - PERFUSAO

Seguidos 0os mesmos padrdes anestésicos descritos no item anterior (2.2), 0s animais
foram colocados em decubito dorsal sobre uma grade em uma capela de perfusdo com ponto de
agua. Apos certificar que os animais estavam profundamente anestesiados, iniciamos 0s
procedimentos cirargicos. Primeiramente, o processo xifdide do 0sso esterno foi pingcado com
auxilio de uma pinca de Allis tracionando-o em direcdo a cabeca do animal, enquanto isso a
pele foi seccionada, bem como suas partes moles e costelas, a fim de ter acesso ao coragao

dentro da cavidade toracica. Exposto o coracdo, uma agulha conectada a uma bomba peristaltica
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(Masterflex, Cole-Parmer, Niles, IL) foi introduzida no apice do ventriculo esquerdo em direcéo
a aorta ascendente, e em seguida realizamos uma pequena incisdo no atrio direito objetivando
0 escoamento do liquido do leito vascular. Inicialmente foram impulsionados 400 ml de solucéo
salina a 0,9% em tampé&o fosfato 0,1M e pH 7,4, com Heparina (Hipolabor Laboratories,
5000UI/ml) na concentragdo de 2 ml/l de solucdo salina, em um fluxo de 100 ml por minuto
em temperatura ambiente, objetivando lavar o leito vascular do animal, prevenir a formacao de
coagulos e uma melhor fixacdo dos tecidos. Posteriormente, foi impulsionado 700 ml de
solucdo fixadora (paraformaldeido a 4% Vetec Quimica Fina, em tampé&o fosfato 0,1 M, pH
7,4) em duas velocidades. A metade da solucdo infundida em fluxo rapido (35 ml/min) e a outra

metade em fluxo lento (17,5 ml/min), totalizando 30 minutos de infuséo.

2.4 - REMOCAO DO ENCEFALO E MICROTOMIA

Passada a perfusdo, os encéfalos foram removidos da cavidade craniana através da
seccdo dos tecidos moles e dos 0ssos da calota craniana. Em seguida os encéfalos foram
armazenados em solucéo de sacarose a 30% (Nuclear-CAQ) em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4,
a 4°C até a realizacdo da microtomia.

Na microtomia os encéfalos foram congelados em gelo seco e seccionados através de
um micrétomo de deslizamento. Obtivemos sec¢des coronais de 30um, coletadas seriadamente
em seis compartimentos contendo tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4. Cada compartimento contém
um corte de cada sequéncia de seis, de modo que a distancia entre uma seccao e a seguinte no
mesmo compartimento é de aproximadamente 180um. As sec¢des sdo conservadas na solucéo
supracitada a 4°C para a realizacdo dos procedimentos subsequentes, ou em solucdo
anticongelante a base de etileno-glicol e tampao fosfato e conservados a 4°C para as rea¢des de

imunoistoquimica ou de coloragdo posteriormente.

2.5—- TECNICA IMUNOISTOQUIMICA

Os cortes foram submetidos as rea¢es imunoistoquimicas seguindo o protocolo ABC
(Complexo Avidina-Biotina peroxidase), utilizando anticorpos especificos a fim de identificar
substancias neuroativas nas subdivisdes do complexo pulvinar do talamo em sagui, como a
proteina nuclear neuronal especifica (NeuN), calbindina (CB), proteina acidica fibrilar glial
(GFAP) e a CThb injetada.
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Inicialmente os cortes foram submetidos a quatro lavagens, com duracdo de 10 minutos
cada, em solucdo de tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4. Em seguida, as sec¢des foram submetidas
a um pré-tratamento, a fim de inativar a peroxidase enddgena do tecido, colocadas em contato
com peroxido de hidrogénio a 0,3% em tampao fosfato 1,0 M, pH 7,4 por 20 minutos. Logo,
seguiram mais quatro lavagens com duracgao de 10 minutos cada, em solugéo de tampé&o fosfato
0,1 M, pH 7,4. Todos os procedimentos supracitados foram realizados em agitador orbital. Apds
as etapas ja mencionadas, as seccOes foram colocadas em tubos de ensaio e entraram em contato
com o anticorpo primario diluido em Triton X-100 a 0,4% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4,
acrescido de soro normal a 2% (Sigma, St Louis, MO, USA) do animal correspondente a
obtencdo do anticorpo secundario. Em seguida os tubos contendo as sec¢des foram postos em
um rotor com velocidade lenta por um periodo de 18 a 24 horas em temperatura ambiente. Apos
esse periodo as sec¢des foram submetidas a quatro lavagens, com duracao de 10 minutos cada,
em agitador orbital e em seguida foram incubadas no anticorpo secundério diluido em Triton
X-100 a 0,4% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,4, permanecendo no rotor com velocidade lenta
por duas horas em temperatura ambiente. Seguiram-se novamente quatro lavagens de 10
minutos em solucdo tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4 e logo em seguida as sec¢des foram colocadas
em contato com o complexo avidina-biotina peroxidase (Kit ABC Elite, Vector Labs,
Burlingame, CA, USA) a uma dilui¢ao 1:100 pl em Triton X-100 a 0,4% em tampdo fosfato
0,1 M, pH 7,4 contendo cloreto de sédio (NaCl) em rotor com velocidade lenta por duas horas
em temperatura ambiente. Ao fim dessa etapa, as sec¢des foram novamente submetidas a quatro
lavagens de 10 minutos em solucéo de tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,4. Em seguida, as secc¢des
foram colocadas em contato com o cromdgeno diaminobenzidina (DAB) (Sigma, St Louis, MO,
USA) a 2,5% diluida em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,4. Na reacdo final adicionamos uma
solucdo contendo peroxido de hidrogénio (H202) a 0,003% como substrato, onde obtivemos na
regido marcada uma cor marrom resultante da oxidacdo da DAB. Esta Gltima etapa foi realizada
em uma capela de exaustéo. Por fim, as se¢des foram submetidas novamente a quatro lavagens
de 10 minutos com solugéo tampao fosfato 0,1M, pH 7,4.

Apods a realizacdo da técnica imunoistoquimica, as sec¢Ges foram montadas em laminas
de vidro previamente gelatinizadas com gelatina-alimem-cromo (Vetec Quimica Fina) e postas
para secar em temperatura ambiente. Apds a secagem, as seccBes foram submetidas a
intensificacdo da reacdo em uma solucdo de tetroxido de 6smio a 0,05% por 30 segundos.
Posteriormente as sec¢Ges passaram por uma sequéncia crescente e decrescente de &lcoois

(Cromato Produtos Quimicos) para desidratacéo e diafanizacdo com xilol (Cromato Produtos
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Quimicos). Apds esse procedimento, as sec¢des foram cobertas por laminulas utilizando como
meio de montagem DPX (Aldrich Milwaukee, WI).

2.6 - METODO DE NISSL

Utilizamos um compartimento de cada encéfalo, para a coloracédo pelo método de Nissl
usando a tionina como corante. Esse método possibilita a visualizagao de neurénios e diminutos
corpos celulares de células gliais. As sec¢des foram lavadas em solucdo de tampdo fosfato
0,1M, pH 7,4, posteriormente montadas em laminas previamente gelatinizadas e postas para
secar em temperatura ambiente por 48 horas. Apds a secagem, as sec¢des foram submetidas ao
método de Nissl, que consiste na desidratacdo do tecido através da passagem deste em
concentragBes crescentes de alcoois etilicos (70%, 95% e 100%), sendo posteriormente
deslipidificados em xilol. Em seguida o tecido foi reidratado em concentragdes decrescentes de
alcoois e em agua destilada e posteriormente submergido no corante Tionina a 0,25%. Apds
passar pelo corante as seccdes foram novamente desidratadas e deslipidificadas e em seguida

cobertas com laminulas utilizando como meio de montagem DPX (Aldrich Milwaukee, WI).

3. ANALISE DOS RESULTADOS

As secOes foram analisadas através de um microscopio optico (Olympus, BX-41) em
campo claro. As imagens digitais do complexo pulvinar do tdlamo foram obtidas através de
uma camera (Nikon®, DXM-1200) acoplada ao microscopio e conectada a um computador,
sendo posteriormente operacionalizadas para ajuste de brilho e contraste utilizando o programa

Canvas X. Os desenhos presentes no trabalho foram realizados utilizando o mesmo programa.

4. RESULTADOS
4.1 - CITOARQUITETURA DO COMPLEXO PULVINAR

Verificamos em saguis adultos, através da coloracdo pelo método de Nissl,
fotomicrografias do complexo pulvinar do tdlamo, destacando-se por uma grande afinidade das
suas celulas a tionina ilustradas em trés niveis de sec¢des coronais ao longo do eixo rostro-
caudal (Figura 1A-C). Evidenciamos as subdivisdes do complexo pulvinar em pulvinar anterior

(Figura 1A), pulvinar medial, pulvinar lateral (Figura 1A e B) e pulvinar inferior mantendo a

113



nomenclatura de Paxinos et al., 2012. O pulvinar inferior subdivide-se em pulvinar inferior
centrolateral (Figura 1B), pulvinar inferior centromedial, pulvinar inferior medial e pulvinar
inferior posterior (Figura 1C). A disposicao celular das subdivisdes do complexo pulvinar é
evidenciada em maior aumento. O pulvinar medial (Figura 1Al e B1) apresenta células
intensamente marcadas, distribuidas uniformemente. O pulvinar anterior (Figura 1A2)
apresenta células pequenas com forte marcacdo nos limites dessa subdivisdo. Ja o pulvinar
lateral (Figura 1A3 e 12) revela células distribuidas em grupamentos lineares com menor
intensidade de marcacdo. As subdivisdes do pulvinar inferior apresentam células distribuidas
de forma difusa com variagdo na intensidade de marcacdo de acordo com a subdivisdo. No
pulvinar inferior centrolateral (Figura 1B3) observamos células intensamente marcadas e
distribuidas de forma densa com tamanhos diferentes. No pulvinar inferior centromedial
(Figura 1C1) as células apresentam forte marcacéo e distribuicdo densa. No pulvinar inferior
medial (Figura 1C2) as células convergem para a por¢do central do subnucleo e apresentam
palida marcacdo. No pulvinar inferior posterior (Figura 1C3) as células distribuem-se de forma
esparsa e apresentam-se maior quando comparadas as outras subdivisdes do pulvinar inferior.
Nos animais idosos, notamos diminui¢do na intensidade da marcacéo das celulas do complexo
pulvinar do tAllamo mostradas nas fotomicrografias nos trés niveis de sec¢fes coronais ao longo
do eixo rostro-caudal (Figura 2A-C) quando comparadas aos animais adultos-jovens. As células
do pulvinar medial (Figura 2A1 e B1) bem como as células do pulvinar anterior (Figura 2A2)
apresentam marcagdo mais intensa e distribuicdo uniforme quando comparadas a subdivisdo
lateral (Figura 2A3 e B2) a qual apresenta marcacdo esparsa com ceélulas distribuidas
linearmente. No pulvinar inferior centrolateral (Figura 2B3), notamos uma marca¢do mais
intensa com células distribuidas de forma densa. As células do Pulvinar centromedial e medial
(Figura 2C1 e C2) apresentam-se dispersas com marcacao esparsa. Ja as células do pulvinar
inferior posterior (Figura 2C3) mostram-se maiores e mais intensamente marcadas, quando

comparadas as outras subdivisfes do pulvinar inferior.
4.1.2 PROTEINA NUCLEAR NEURONAL ESPECIFICA (NEUN)

Observamos que a imunorreatividade a NeuN mostrou-se presente, em toda extenséo,
nas subdivisdes do complexo pulvinar do tdlamo tanto em animais adultos como em idosos
(Figuras 3 e 4). Nos animais adultos, as células apresentam intensa marcagao ao longo do eixo
rostro-caudal em todo o complexo pulvinar (Figura 3A-C). Células morfologicamente distintas

foram visualizadas na subdivisdo medial, centro lateral e posterior (Figura 3Al, B1, B3 e C3).
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Na subdivisdo anterior, as células sdo em sua maioria esféricas de tamanhos variaveis formando
grupos (Figura 3A2). A subdivisdo lateral € caracterizada pela presenca de células esféricas
dispostas linearmente (Figura 3A3 e B2). A subdivisdo centromedial e medial séo
caracterizadas por células intensamente marcadas com formacéo de grupos de acordo com a
morfologia (Figura 3C1 e C2). Nos animais idosos foram evidenciadas células imunorreativas
a proteina NeuN nos trés niveis de seccdo do pulvinar. (Figura 4A-C). Apesar de notarmos uma
diminuicdo na intensidade de marcacdo das células, pudemos observar que as células
apresentam morfologias distintas em algumas subdivisdes do pulvinar, como a medial (Figura
Al) mas a predominancia € do carater morfoldgico esférico. (Figura 4A2, B1, B3 e C2). As
células do pulvinar lateral apresentam uma distribuicdo linear esparsa (Figura 4A3). Na
subdivisdo centro-medial e posterior evidenciamos células maiores e intensamente marcadas
(Figura 4C1 e C3).

4.1.3 CALBINDINA (CB)

Verificamos em saguis adultos, através da imunoistoquimica para CB, fotomicrografias
do complexo pulvinar do talamo, ilustradas em trés niveis de sec¢Bes coronais ao longo do eixo
rostro-caudal (Figura 5A-C). Neurdnios imunorreativos com morfologia esférica, piramidal e
fusiforme foi observado nas subdivisdes medial, anterior e lateral do pulvinar (Figuras 5A1-3
e B1). A subdivisdo lateral é evidenciada pela disposicao linear das células entre os feixes de
fibras cortico-tectal (Figura 5B2). A subdivisao inferior apresenta células diferentes em cada
subnucleo (Figura 5B3-C3). No pulvinar inferior centrolateral observamos a presenca de células
como morfologia estrelada distribuidas de forma esparsa (Figura 5B3). Ja no pulvinar inferior
centromedial, predominam células com morfologia esférica dispostos de forma mais agrupada
qguando comparadas as células esféricas de tamanho reduzido dispostas de forma esparsa na
subdivisdo inferior medial (Figura 5C1-C2). Na Figura 5C3 as células apresentam intensa
marcagdo a CB. Em animais idosos a expressdo de calbindina foi evidenciada nos trés niveis de
secc¢do ao longo do eixo rostro-caudal (Figura 6A-C). No entanto, houve uma diminui¢do da
imunorreatividade a CB que foi bem evidenciada no pulvinar inferior na subdivisdo medial e
posterior (Figura 6C2-3). Neurbnios imunorreativos com morfologia esférica, piramidal e
fusiforme foi observado nas subdivisdes medial, anterior e lateral do pulvinar (Figuras 6A1-3
e B1). Na subdiviséo lateral observamos células piramidais distribuidas entre as fibras do feixe
cortico-tectal (Figura 6B2). A subdivisdo inferior apresenta células diferentes em cada

subnucleo (Figura 6B3-C3). No pulvinar inferior centrolateral observamos a presenca de células
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como morfologia piramidal distribuidas de forma esparsa (Figura 6B3). Ja no pulvinar inferior
centromedial, predominam células com morfologia esférica dispostos de forma mais agrupada
quando comparadas as células esféricas de tamanho reduzido dispostas de forma esparsa na

subdiviséo inferior medial (Figura 6C2).
414 DELIMITAQAO DO COMPLEXO PULVINAR

A delimitacdo do complexo pulvinar do talamo do sagui foi realizada a partir da
combinacéo de fotomicrografias de sec¢des coronais dos niveis rostral, médio e caudal (Figuras
7, 8 e 9), obtidas apds procedimento histoquimico (Método de Nissl) e imunoistoquimica
(NeuN e CB) e trabalhadas no Software Canvas X.

4.1.5 PROTEINA ACIDICA FIBRILAR GLIAL (GFAP)

As celulas gliais revelaram-se imunorreativas a GFAP em toda a extensao rostro-caudal
do complexo pulvinar nos animais adultos (Figura 10A-C). A morfologia estrelada
caracteristica dos astrocitos denota a presenca desse tipo celular em todo o complexo
evidenciada em maior aumento (Figura 10A1-C3). Em animais idosos, podemos apontar uma
menor intensidade de marcacdo dessas células em todas as subdivisdes do complexo pulvinar
(Figura 11A1-C3).

4.2 - PROJECAO RETINIANA AO COMPLEXO PULVINAR

A presenca de fibras de projecdo e botdes imunorreativos a CTb foi observada tanto em
animais adultos quanto em animais idosos evidenciando inervacdo proveniente da retina.
Notamos que a projecao retiniana € exibida no nivel médio de sec¢éo, apenas na subdivisdo
medial do pulvinar inferior contralateral ao olho que recebeu a injecdo da CTb (Figuras 12A e
14A). As Figuras 12A1-A3 e 13A-A3 mostram as fibras de projecéo e botbes imunorreativos a
CTb em animais adultos. Visualizamos, em grande quantidade, axénios pouco ramificados com
comprimento e espessura variaveis, varicosidades de diferentes tamanhos ao longo destes e
terminacdo simples, sendo classificadas como simples (“en passant”). Nos animais idosos
(Figura 14A1-A3), notamos que a projecao retiniana é bem discreta quando comparada aos

animais adultos, mantendo o mesmo tipo de classificacgéo.
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5. DISCUSSAO

As evidéncias atuais sustentam a visdo de que o complexo pulvinar compreende o
pulvinar inferior que inclui quatro nucleos: pulvinar inferior posterior (PIp), pulvinar inferior
medial (PIm), pulvinar inferior centromedial (PIcm) e pulvinar inferior centrolateral (Plcl). Pelo
menos o Plp, PIm e Plcm, ndo estdo completamente dentro do pulvinar inferior, mas se
estendem acima do braco do coliculo superior até o territorio da subdivisdo medial, o pulvinar
medial. As outras duas subdivisdes sdo o pulvinar lateral e o pulvinar anterior (Baldwin et al.,

2017, Jones, 2007). Nossos resultados corroboram com as evidéncias anteriores.

Nos nossos resultados, 0s aspectos citoarquitetdnicos obtidos pelo método de Nissl
apontam o complexo pulvinar como um conjunto de ndcleos talamicos com células
intensamente marcadas, possibilitando a identificacdo de quatro nicleos. Nossos dados estdo
de acordo com dados obtidos em humanos e Macaca (Olszewski, 1952; Hirai e Jones, 1989a;
Grieve et al., 2000; Munkle et al., 2000; Shipp, 2003) mas difere dos achados em Cebus onde
foi demonstrado a presenca de apenas trés ndcleos: pulvinar medial (PM), pulvinar lateral (PL)
e pulvinar inferior (P1) (Soares et al., 2001). Nesse mesmo estudo, foi observado a presenca de
cinco subdivisdes no nucleo pulvinar inferior: posterior (PIP), medial (PIM), central (PIC),
lateral (PIL) e lateral dorsal (PILS) corroborando com dados anteriores em Saimiri e em
Macaca usando calbindina, parvalbumina, e citocromo-oxidase (Cusick et al., 1993; Gutierrez
etal., 1995; Gray et al., 1999).

Nossos dados com base na citoarquitetura diferem desses dados, visto que observamos
apenas quatro subdivisdes para o nucleo pulvinar inferior: pulvinar inferior centrolateral
(IpulCL), pulvinar inferior centromedial (IpulCM), pulvinar inferior medial (IpulM) e pulvinar
inferior posterior (IpulP) mas corroboram com os dados em macaco-esquilo onde foi observado

quatro subdivisdes no pulvinar inferior (Baldwin et al., 2017).

Dados em saguis idosos utilizando a coloracdo de Nissl, mostrou uma reducéo
significativa de neurdnios presentes no nucleo supraquiasmatico destes animais (Engelberth et
al., 2014). Um estudo recente em humanos idosos, evidenciou por ressonancia magnética atrofia
cortical posterior acarretando défices visuo-espaciais, no entanto a conectividade do pulvinar
medial e pulvinar lateral aumentaram (Fredericks et al., 2019).

Apesar de ndo realizar uma analise quantitativa, notamos que o complexo pulvinar em

saguis idosos pelo método de Nissl mostrou-se com um grau de marcagédo reduzido, seja pela
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reducdo no numero de células, ou ainda pelas altera¢des intracelulares resultantes do processo
de envelhecimento biolégico.

NeuN ¢é considerada uma proteina nuclear especifica do sistema nervoso é expressa no
nacleo e no citoplasma da maioria de suascélulas e tem sido usada em muitos estudos (Mullen
etal., 1992; Gittins e Harrison, 2004; Preusser et al., 2006). A imunorreatividade a NeuN pode
ser detectada em varias espécies de vertebrados, incluindo anfibios, passaros e mamiferos
sugerindo uma consideravel conservacdo desta proteina na escala filogenética (Lind et al.,
2005).

Estudos realizados com camundongos neonatos e adultos apontam que NeuN aparece
precocemente no desenvolvimento do sistema nervoso e persiste na idade adulta (Mullen et al.,
1992). Além disso, NeuN tem sido estudada como um marcador da matura¢do neuronal no
sistema nervoso fetal humano onde células imunorreativas a NeuN sdo vistas apds 0 processo
de migracdo neuronal (Sarnat et al., 1998), em estudos morfométricos como marcador neuronal
de tecido cerebral humano pdés-morte (Wolf et al., 1996; Gittins e Harrison, 2004), em
diagnosticos de histopatologia € considerado um marcador da diferenciacdo neuronal em
tumores cerebrais (Preusser et al., 2006; Soylemezoglu et al., 2003) e em estudos de desordens
neuro-degenerativas (Falke et al., 2003; Kordower, et al., 2001). Estudos relatam que a
imunorreatividade para NeuN diminui drasticamente ap6s danos no sistema nervoso central
(Bendel et al., 2005; Ajmo et al., 2006; Liu et al., 2009) e essa diminui¢do pode indicar uma
mudanca na antigenicidade da proteina NeuN em vez de morte celular, e alguns neurénios
podem recuperar o seu padrdao de marcacgdo apos o reparo (Unal-Cevik et al., 2004).

No complexo pulvinar os neurénios apresentam propriedades fisioldgicas heterogéneas.
A diversidade celular parece refletir o direcionamento das células cujas caracteristicas de
resposta retém as caracteristicas das ceélulas de entrada. Com isso, os diferentes tipos de
aferéncias reflete escassez de interconectividade local com minima mistura lateral de sinais
dentro de uma mesma subdivisdo do pulvinar (Berman e Wurtz, 2008; 2010; 2011). No nosso
estudo observamos, através da imunorreatividade das células a NeuN, a presenca de células
com morfologia distinta e intensidade de marcacdo diferenciadas estando bem distribuidas nas
subdivisbes deste complexo. Nossos dados podem representar possiveis particularidades
morfofisioldgicas dessas células quanto suas conectividades. E interessante considerar como
diferentes tipos de aferéncias podem moldar a fungéo no nivel neuronal e comportamental. Por
exemplo, as células do pulvinar que recebem informacdes do coliculo superior podem ter uma

funcdo fundamentalmente diferente das que recebem informagbes do cortex como foi
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observado em estudos nos ultimos anos (Berman e Wurtz, 2008; 2010; 2011) demonstrando
assim que as populacbes locais de neurdnios de projecdo eram altamente heterogéneas em
relacdo as suas fontes de entrada e aos tipos de sinais que eles transmitiam.

Embora NeuN tenha sido identificada em grande parte das células nervosas, existem
neurdnios NeuN negativos incluindo os neurdnios Cajal-Retzius da camada 1 do cortex cerebral
em desenvolvimento, o nucleo olivar inferior no bulbo, as células mitrais no bulbo olfatério, as
células de Purkinje e o nucleo denteado no cerebelo (Sarnat et al., 1998; Kumar & Buckmaster,
2007). Além disso, NeuN ndo € expressa em células da glia (Mullen et al., 1992). Estudos em
humanos levam a crer que a falta de imunorreatividade para NeuN por neur6nios do ndcleo
olivar inferior e nlcleo denteado cerebelar sugere uma origem embrionaria comum com as
células de Purkinje a partir do tubérculo cerebelar. Apesar disso, os neurénios pontinos basais
que apresentam mesma origem embrionaria dos grupamentos supracitados exibem forte
imunorreatividade & NeuN durante o desenvolvimento e na idade adulta (Sarnat et al., 1998).
Esta diferenca sugere que talvez a expressdo de NeuN ndo apresente tanta influéncia em relacdo
a origem embrionaria, mas sim em outros aspectos celulares. Estudos relatam que a
imunorreatividade a NeuN €é modulada por sinais fisioldgicos e patoldgicos como
despolarizacédo crénica da célula e lesGes em nervos e tratos (Weyer e Schilling, 2003; McPhail
et al., 2004).

Um estudo a nivel molecular, documenta que NeuN apresenta duas isoformas
eletroforeticamente distinguiveis de 46 KDa e 48KDa e ambas as isoformas podem ser
encontradas no nucleo celular e citoplasma, porém a abundancia nestes compartimentos é
distinta podendo existir pelo menos sete diferentes formas fosforiladas da proteina NeuN, onde
a imunorreatividade desta depende do estado de fosforilagdo visto que um grupamento fosfato
é critico para a adequada formacédo do epitopo a ser reconhecido pelo anticorpo (Lind et al.,
2005).

Diante da proposta que a imunorreatividade a NeuN depende do estado de fosforilagéo
da proteina (Lind et al., 2005), processo de envelhecimento poderia alterar os niveis de
fosforilagdo, levando a perda de neurénios (Igbal e Grundek-Igbal, 2005). Estudos em sagui
idosos utilizando NeuN demonstra que 0 nimero de neurénios no nucleo supraquiasmatico
diminui significativamente (Engelbert et al., 2014). Nossos resultados apontam que nos animais
idosos a intensidade de marcacdo a NeuN é reduzida no complexo pulvinar do sagui, podendo

indicar diminuigdo no nimero de células ou alteracdo da antigenicidade das células presentes.
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A Calbindina pertence a uma classe especial de proteinas que se ligam ao fon Ca?* para
regular a sua concentracdo intracelular.

Warner e colaboradores (2015) sugerem que a expressdo das proteinas de ligantes de
calcio, parvalbumina e calbindina, fornece informacGes sobre o papel regulador das vias
talamicas. Estudos anteriores apontam que células imunorreativas a calbindina no pulvinar
projetam principalmente para a camada 1 do cortex com funcdo modulatéria (Jones 1998, 2001;
Shipp et al., 2003). Outros estudos demonstram que 0s neurdnios de retransmissao pulvinar-
MT expressam parvalbumina, sugerindo que eles sdo capazes de direcionar a aferéncia da retina
para MT, enquanto os neurdnios de retransmissdo do GLD-MT expressam calbindina, o que é
mais indicativo de um papel modulador (Sherman 2007, 2012).

Estudos em macacos-esquilo utilizaram calbindina (CB), para identificar o pulvinar
inferior posterior (Ipulp) e o pulvinar inferior medial (IpulM), e subdividir o pulvinar inferior
nas por¢Oes centrolateral (IPulCL) e centromedial (IPulCM). Os resultados revelaram que o
IPulp e o IPUICM obtiveram intensa marcacao para CB, enquanto o IPulCL obteve marcacao
menos intensa para CB. No pulvinar inferior medial (IPulM) houve pouca marcacdo de CB
(Cusick et al., 1993; Gutierrez et al., 1995; Gray et al., 1999). Nossos dados em sagui adultos
corroboram com os resultados descritos, visto que as células das subdivisdes inferior posterior
e inferior centrolateral apresentam forte imunorreatividade a CB, diferindo da subdiviséo
centromedial com menor intensidade de marcacdo. Na subdivisdo inferior medial existe quase
uma nulidade da marcacéo.

Nos animais idosos, a expressdo de CB apresentou-se reduzida principalmente nas
subdivis6es do pulvinar inferior corroborando com Geng e colaboradores (2015) que sugerem
uma reducdo da CB relacionada a idade e essa diminuicdo pode contribuir para 0s aumentos
observados nos niveis de ions Ca?* que por sua vez eleva o dano oxidativo.

Os astrocitos sdo elementos de sinalizagcdo dindmica que integram entradas neuronais,
exibem excitabilidade, podem modular neurénios vizinhos e participam em funces criticas e
essenciais do sistema nervoso como plasticidade, aprendizagem e memoria (Araque etal., 2001;
Fields & Stevens-Graham, 2002; Hansson & Ronnbéack, 2003). Além disso, Os astrocitos sao
células que apresentam fungbes essenciais no sistema nervoso como a regulagdo das
concentragOes idnicas de célcio e potassio, bem como a liberacdo de substancias nos espacos
extracelulares em resposta a neurotransmissores (Bowman & Kimelberg, 1984; Barbour, et al.,
1989; Nowak, et al., 1987; Van den Pol, 1991; Zou et al., 2010). Os astrdcitos podem regular a

formacéo e remodelacao de sinapses (Ullian et al., 2001), regular a diferenciacdo neuronal e
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induzir a neurogénese a partir de células-tronco neurais (Blondel et al., 2000; Song et al., 2002).
Estudos mostram que os astrocitos apresentam um importante papel na regulacdo dos ritmos
circadianos e que a comunicacdo intercelular entre neurdnios e astrocitos € provavelmente
efetuada através de jungdes comunicantes (Prosser et al., 1994; Tamada et al., 1998).

A proteina acidica fibrilar glial (GFAP) € um componente dos filamentos intermediarios
encontrada no citoplasma dos astrocitos e € comumente usada como um marcador especifico
para essas celulas (Eng et al., 1971; Lazarides, 1980). Esta proteina é detectada durante o
desenvolvimento nas celulas da glia radial em resposta a danos (Bignami & Dahl, 1974) e no
cérebro em desenvolvimento normal de pintos (Tapscott et al., 1981) e primatas (Levitt &
Rakic, 1980; Choi, 1986). A expressdo de GFAP também pode ser detectada na vida p6s-natal
através de imunoistoquimica e outras técnicas (McDermott & Lantos, 1989). Estudos mostram
a presenca de um ritmo enddgeno na imunorreatividade para esta proteina no NSQ de hamsters
e camundongos, modulado pelas aferéncias retinianas (Lavialle et al., 2001; Santos et al., 2005)
e achados em ratos e hamsteres mostram que a GFAP esta presente em toda extensdo do NSQ
e FIG desses animais (Morin et al., 1989).

Embora seja amplamente utilizado como marcador de astrocitos, a fungdo de GFAP
ainda é incerta (Middeldorp e Hol, 2011). Neste trabalho, observamos células imunorreativas a
GFAP que comprova a presenca de astrocitos em todos os niveis de sec¢do do complexo
pulvinar. Um estudo recente em humanos demonstra que a expressao dessa proteina esta
presente em todo o complexo em individuos saudaveis, sendo intensificada quando paciente
apresentam acumulo de proteinas anormais (corpos de Lewy) em todo o complexo pulvinar e
doenga de Alzheimer. O fato de o pulvinar apresentar um papel importante na atencdo visual,
na selecdo de alvos visuais e na percep¢do visual afetiva, pacientes com essas patologias
apresentam comprometimento dessas funcdes tornando-os vulneraveis a alucinacGes visuais
(Erskine et al., 2017). Um estudo em Tupaia belangeri aponta que o nimero de células gliais
no pulvinar superam o numero de neurénios imunorreativos a NeuN, em uma proporc¢do de
2,5:1 (Wei etal., 2011).

Apesar de estudos apontarem uma maior expressdo de astrocitos em idosos (Cerbai et
al., 2012; Engelbert et al., 2013), nossos dados diferem e apontam uma reducao da expressao
de GFAP em toda a extensdo do complexo pulvinar. Acredita-se que 0s astrdcitos ndo sao
essenciais para o processamento de informacdes, mas fornecem suporte aos neurénios (Kandel

et al., 2014). No nosso estudo, embora qualitativo, observamos uma redugéo neuronal e isso
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pode refletir na diminuicdo da expressdo dessas células gliais, visto que as mesmas estabelecem
intima relacdo com os neurénios.

O pulvinar visual, que inclui as subdivis@es inferior e lateral, apresentam fungdes visuais
e sdo distintas de outras partes do talamo que séo tradicionalmente incluidas no pulvinar, como
0 pulvinar medial, que tem amplas conexdes com partes ndo sensoriais ou de associa¢do do
cortex e o pulvinar anterior, uma parte importante, mas ndo estudada, do sistema
somatossensorial (Jones, 2007).

A CTb tem sido amplamente utilizada como um tracador neuronal altamente sensivel
em diversos estudos (Mikkelsen, 1992; Schimizu et al., 1994; Nakagawa et al., 1998; Costa et
al., 1998; 1999; Cavalcante et al., 2005; Engelberth et al., 2008; Nascimento Jr et al., 2010;
Cavalcante et al., 2011; Morais et al., 2014; Fiuza et al., 2016).

O papel do pulvinar como um relé da informacdo retiniana ao cértex durante o
desenvolvimento é critico por apoiar o comportamento visual no recém-nascido e facilitar a
maturacdo do clrtex extra-estriado. Estudos recentes utilizando injecéo de tracador anterégrado
identificaram uma via transitdria presente no inicio da vida que se projeta diretamente da retina
para o pulvinar, sem envolvimento do coliculo superior, com terminais marcados na por¢éo
medial do ndcleo pulvinar inferior (IPulm) cujos neurdnios se projetam para a area temporal
medial (MT) uma area cortical associada com a via visual dorsal, visto que o desenvolvimento
da percepcdo de movimento antes da percepc¢do de forma é essencial para a sobrevivéncia do
animal (O’Brien et al., 2001; Kiorpes e Movshon, 2004; Warner et al., 2010; 2012; Kiorpes et
al., 2012). Estudos envolvendo lesGes no cortex visual primario em saguis neonatos apontam
um fortalecimento da via retino-pulvinar-MT (Leopold, 2012; Bridge et al., 2017). No entanto,
em primatas adultos esta via retino-pulvinar esta presente, porém é muito mais esparsa pois
durante o desenvolvimento normal, a medida que a via retino-geniculo-estriado amadurece e
comeca a dominar a entrada visual no cortex através das radiacfes Opticas, a via visual inicial
através do pulvinar inferior medial regride (Nakagawa e Tanaka, 1984; Cowey et al., 1994;
O’Brien et al., 2001; Warner et al., 2010; Bridge et al., 2017).

Nossos dados evidenciam a presenca de numerosas fibras/terminais no nucleo pulvinar
inferior medial dos animais adultos através da injecao intraocular de CTh. Os axénios podem
ser classificados como simples (“en passant”) por serem pouco ramificados com comprimento
e espessura variaveis com varicosidades de diferentes tamanhos ao longo destes e terminacao
simples (Sherman, 2012). Nossos dados corroboram com dados anteriores em sagui onde foi

observada a presenca de terminais retinianos no pulvinar inferior medial adjacente ao braco do
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coliculo superior contralateral ao olho que recebeu a injecdo de CTh (Warner et al., 2010).
Nossos dados sugerem pela classificagdo simples das fibras que a projecéo retiniana é direta ao
pulvinar e parece ndo formar projecdes colaterais, o que corrobora com dados anteriores que
demonstra que a aferéncia retiniana ao pulvinar independe das projecdes retinianas ao coliculo
superior e ao nucleo geniculado lateral (Kwan et al., 2019).

No entanto, observamos em nosso estudo que a projecdo da retina para o pulvinar em
sagui idoso é discreta quando comparada aos animais adultos, porém a classificagdo (“en
passant”) é conservada. Estudos com ratos e saguis idosos utilizando CTh em areas talamicas
e hipotalamicas respectivamente, demonstram um declinio da aferéncia retiniana (Engelbert et
al., 2014; Fiuza et al., 2016). Na retina, varias doencas degenerativas ocorrem como resultado
de alteracdes em mecanismos celulares e moleculares, sendo a idade um contribuinte para o
desenvolvimento de varias patologias. Um estudo realizado com camundongos jovens e idosos
demonstra que o aumento da idade promove alteragdes nos genes que codificam proteinas
envolvidas na ativacao da resposta imune e da microglia presente na retina (Chen et al., 2010).
Durante o processo de envelhecimento o nimero de células ganglionares decresce, assim como,
a populagédo dos fotorreceptores sendo os do tipo bastonete mais afetada quando comparada
com a dos fotorreceptores do tipo cone (Curcio e Druker, 1993; Curcio et al., 1993; Gao e
Hollyfield, 1992). Essa reducdo da projecdo observada em nosso trabalho pode ser resultante
de alteracdes nas células ganglionares da retina que projetam para o IPulM.

Estudo de conexdes observou que o tamanho das varicosidades é associado com uma
maior eficiéncia sinaptica. As varicosidades de maior tamanho (classe 1) exerce um grande
efeito pds-sinaptico (driver), enquanto as vias com bot6es de menor tamanho (classe 2) exercem
efeito pds-sinaptico menor, com funcdo modulatéria (modulator) (Sherman, 2012; Petrof e
Sherman, 2013). Notamos em nosso estudo que as fibras/terminais que expressam CTb na
subdivisdo inferior medial em sagui parecem exercer um papel modulador, visto que o0s botdes
sdo pequenos e 0s axdnios delgados caracteristicos da classe 2. Kwan e colaboradores (2019)
levantam a questdo de que o pulvinar poderia conduzir ou modular a funcéo visual.

Estudos demonstram que o pulvinar apresenta uma circuitaria local que interage
intrinsicamente devido a presenca de: axonios ramificados e altamente divergentes que podem
atravessar e serem vistos em outras subdivisdes (Rockland 1996, 1998); longos interneurénios
inibitorios (Imura e Rockland 2006); “pontes” entre as subdivisdes do pulvinar inferior que

expressam calbindina e substancia P (stepniewska, 2003); e aferéncias inibitérias do nucleo
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reticular o qual recebe ramificacGes excitatorias dos axbnios tdlamo-corticais e cortico-
talamicos (Sherman e Guillery, 2000).

Apesar de ser um estudo de carater qualitativo, nossos dados apontam diferencas entre
animais adultos e idosos sugerindo que o complexo pulvinar pode sofrer uma perda significativa

de caréter funcional quanto ao processamento da informagao visual.
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FIGURAS

Figura 1 — Fotomicrografias em campo claro de sec¢Bes coronais do encéfalo do sagui adulto
mostrando a citoarquitetura do complexo pulvinar em nivel rostral (A), médio (B) e Caudal (C)
pelo método de Nissl. As areas pontilhadas representam selecdo das subdivisGes mostradas em
maior aumento (Al-3, B1-3 e C1-3). MPul, pulvinar medial; APul, pulvinar anterior; LPul,
pulvinar lateral, [PulCL, pulvinar inferior centrolateral, IPulCM, pulvinar inferior
centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; IPulP, pulvinar inferior posterior. A distancia
caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Em A, B e C barra de
escala de 300um; em (Al-3, B1-3 e C1-3), barra de escala de 50um.
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Figura 2 — Fotomicrografias em campo claro de sec¢Bes coronais do encéfalo do sagui idoso
mostrando a citoarquitetura do complexo pulvinar em nivel rostral (A), médio (B) e caudal (C)
pelo método de Nissl. As areas pontilhadas representam selecdo das subdivisGes mostradas em
maior aumento (Al-3, B1-3 e C1-3). MPul, pulvinar medial; APul, pulvinar anterior; LPul,
pulvinar lateral, IPulCL, pulvinar inferior centrolateral, 1PulCM, pulvinar inferior
centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; IPulP, pulvinar inferior posterior. A distancia
caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Em A, B e C barra de
escala de 300um; em (Al-3, B1-3 e C1-3), barra de escala de 50um.
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Figura 3 — Fotomicrografias em campo claro de secc¢des coronais do encéfalo do sagui adulto
mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar a NeuN em nivel rostral (A),
médio (B) e caudal (C) através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam selecéo
das subdivisbes mostradas em maior aumento em Al-3, B1-3, C1-3. As cabecas de setas
indicam a presenca de células com morfologia diferenciadas. A linha evidencia a organizacao
linear das células. No limite da subdivisdo inferior posterior as células apresentam intensa
marcacdo. MPul, pulvinar medial; APul, pulvinar anterior; LPul, pulvinar lateral, 1PulCL,
pulvinar inferior centrolateral, IPulCM, pulvinar inferior centromedial; IPulM, pulvinar inferior
medial; IPulP, pulvinar inferior posterior. A distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada
no canto inferior esquerdo. Em A, B e C barra de escala de 300um; em (Al1-3, B1-3 e C1-3),
barra de escala de 50um.
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Figura 4 — Fotomicrografias em campo claro de seccdes coronais do encéfalo do sagui idoso
mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar a NeuN em nivel rostral (A),
médio (B) e caudal (C) através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam selegéo
das subdivisbes mostradas em maior aumento em Al-3, B1-3, C1-3. As cabecas de setas
indicam a presenca de células com morfologia diferenciadas. A linha evidencia a organizacédo
linear das células. No limite da subdivisdo inferior centromedial e posterior as células
apresentam intensa marcacdo. MPul, pulvinar medial; APul, pulvinar anterior; LPul, pulvinar
lateral, IPUlCL, pulvinar inferior centrolateral, IPulCM, pulvinar inferior centromedial; IPulM,
pulvinar inferior medial; IPulP, pulvinar inferior posterior. A distancia caudal (+) ao bregma
(em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Em A, B e C barra de escala de 300um; em
(Al1-3, B1-3 e C1-3), barra de escala de 50um.
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Figura 5 — Fotomicrografias em campo claro de secc¢Bes coronais do encéfalo do sagui adulto
mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar a CB em nivel rostral (A),
médio (B) e caudal (C) através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam sele¢éo
das subdivisbes mostradas em maior aumento em Al-3, B1-3, C1-3. As cabecas de setas
indicam a presenca de células com morfologia diferenciadas. Notamos a predominancia de
células esféricas (cabeca de seta verde) com outros tipos morfologicos (cabegas de seta
vermelho e azul) distribuidos de forma esparsa na subdivisdo medial. Na subdivisdo anterior,
observamos que as células estdo distribuidas de forma dispersa com morfologia piramidal
(cabeca de seta vermelho), fusiforme (cabeca de seta azul) e esféricas (cabeca de seta verde).
MPul, pulvinar medial; APul, pulvinar anterior; LPul, pulvinar lateral, IPulCL, pulvinar inferior
centrolateral, IPUICM, pulvinar inferior centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; IPulP,
pulvinar inferior posterior. A distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto
inferior esquerdo. Em A, B e C barra de escala de 300um; em (Al-3, B1-3 e C1-3), barra de

escala de 50um.
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Figura 6 — Fotomicrografias em campo claro de secc¢des coronéis do encéfalo do sagui idoso
mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar a CB em nivel rostral (A),
médio (B) e caudal (C), através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam selecéo
das subdivisbes mostradas em maior aumento em Al-3, B1-3, C1-3. As cabecas de setas
indicam a presenca de células com morfologia diferenciadas. Notamos a predominancia de
células esféricas (cabeca de seta verde) com outros tipos morfoldgicos (cabecas de seta
vermelho e azul) distribuidos de forma esparsa na subdivisdo medial. Na subdivisdo anterior,
observamos que as células estdo distribuidas de forma dispersa com morfologia fusiforme
(cabeca de seta azul) e esférica (cabeca de seta verde). A subdivisdo lateral apresenta células
com forma esférica (cabeca de seta verde) com piramidal (cabeca de seta vermelho). A linha
evidencia a disposi¢do linear das células. Na subdivisdo inferior a marcacdo € menos intensa.
MPul, pulvinar medial; APul, pulvinar anterior; LPul, pulvinar lateral, IPulCL, pulvinar inferior
centrolateral, IPUICM, pulvinar inferior centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; IPulP,
pulvinar inferior posterior. A distancia caudal (+) ao bregma (em mm) ¢ indicada no canto
inferior esquerdo. Em A, B e C barra de escala de 300um; em (Al-3, B1-3 e C1-3), barra de

escala de 50um.
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Figura 7 — Delimitagdo do complexo pulvinar do tAllamo em saguis adultos em secc¢des coronais
no nivel rostral a partir da utilizagdo de técnicas de coloracdo. Em Al Nissl, A2 e A3
imunoistoquimica para NeuN e CB, respectivamente. A4 é o esquema resultante do
enquadramento das sec¢des. LD, nacleo lateral dorsal; LP, ndcleo lateral posterior; MPul,
pulvinar medial; APul, pulvinar anterior; LPul, pulvinar lateral; 1Pul, pulvinar inferior; Rt,
nucleo reticular; DLG, ndcleo geniculado lateral dorsal; 3v, terceiro ventriculo. A distancia

caudal (+) ao bregma (em mm) ¢ indicada no canto inferior esquerdo. Barra de escala de 300um.
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Continuacgéo da Figura 8 — Delimitacdo do complexo pulvinar do tdlamo em saguis adultos
em seccOes coronais no nivel médio a partir da utilizacdo de técnicas de coloracdo. Em B1
Nissl, B2 e B3 imunoistoquimica para NeuN e CB, respectivamente. B4 é o0 esquema resultante
do enquadramento das sec¢Bes. MPul, pulvinar medial; LPul, pulvinar lateral; IPulCL IPulCM,
pulvinar inferior centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; Rt, ndcleo reticular; DLG,
nacleo geniculado lateral dorsal; bsc; bragco do coliculo superior; 3v; terceiro ventriculo. A
distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Barra de escala
de 300pm.
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Continuacgdo da Figura 9 — Delimitacdo do complexo pulvinar do tdlamo em saguis adultos
em seccdes coronais no nivel caudal a partir da utilizagdo de técnicas de coloragdo. Em C1
Nissl, C2 e C3 imunoistoquimica para NeuN e CB, respectivamente. C4 é o esquema resultante
do enquadramento das sec¢des. MPul, pulvinar medial; LPul, pulvinar lateral; IPulCL IPulCM,
pulvinar inferior centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; lpulP, pulvinar inferior
posterior; Rt, nlcleo reticular; bsc; brago do coliculo superior; Ag; aqueduto cerebral. A
distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Barra de escala
de 300um.
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Figura 10 — Fotomicrografias em campo claro de secc¢des coronais do encéfalo do sagui adulto
mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar a GFAP em nivel rostral (A),
médio (B) e caudal (C), através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam sele¢éo
das subdivisbes mostradas em maior aumento em Al-3, B1-3 e C1-3 evidenciando a
distribuicdo e morfologia dos astrécitos. MPul, pulvinar medial; APul, pulvinar anterior; LPul,
pulvinar lateral, IPulCL, pulvinar inferior centrolateral, IPulCM, pulvinar inferior
centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; 1PulP, pulvinar inferior posterior. A distancia
caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Em A, B e C barra de
escala de 300um; em (Al-3, B1-3 e C1-3), barra de escala de 50um.
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Figura 11 — Fotomicrografias em campo claro de secgdes coronais do encéfalo do sagui idoso
mostrando a imunorreatividade das células do complexo pulvinar a GFAP em nivel rostral (A),
médio (B) e caudal (C), através de imunoistoquimica. As areas pontilhadas representam selecdo
das subdivisdes medial, anterior e lateral mostradas em maior aumento em Al1-3, B1-3 e C1-3
evidenciando a distribui¢do e morfologia dos astrocitos. MPul, pulvinar medial; APul, pulvinar
anterior; LPul, pulvinar lateral, IPulCL, pulvinar inferior centrolateral, IPulCM, pulvinar
inferior centromedial; IPulM, pulvinar inferior medial; 1PulP, pulvinar inferior posterior. A
distancia caudal (+) ao bregma (em mm) é indicada no canto inferior esquerdo. Em A, Be C
barra de escala de 300um; em (Al-3, B1-3 e C1-3), barra de escala de 50um.
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Figura 12 — Fotomicrografia em campo claro de seccao coronal do encéfalo do sagui adulto
em nivel médio (A). As areas pontilhadas representam sele¢do da subdivisdo inferior medial,
local da aferéncia retiniana. Observamos a presenca de fibras e botdes imunorreativos a CTb.
A3 mostra o tipo de fibra en passant. Em A, barra de escala de 300um. Em A1, barra de escala

de 100um. Em A2, barra de escala de 50 um. Em A3, barra de escala de 20pum.
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Figura 13 — Fotomicrografia em campo claro de seccdo coronal do encéfalo do sagui adulto
em nivel médio em maior aumento evidenciando o tipo de fibra en passant. As areas

selecionadas em A estdo representadas em Al. O desenho das fibras e botGes estdo ilustrados

em A2. Em A, barra de escala de 50um; em Al e A2, barra de escala de 20um.
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Figura 14 — Fotomicrografia em campo claro de sec¢do coronal do encéfalo do sagui idoso em
nivel médio (A). A érea pontilhada em Al representa selecdo da subdivisdo inferior medial,
local da aferéncia retiniana. Em A2 observamos uma discreta projecéo retiniana evidenciando
o tipo de fibra en passant evidenciadas no desenho das fibras e botées em A3. Em A, barra de
escala de 300um. Em A1, barra de escala de 100um. Em A2, barra de escala de 20um e em A3,

barra de escala de 30 um.
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