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QUANTIFICACAO

RESUMO: O objetivo deste trabalho é estudar a morfologia neuronal
a partir de modelos animais, fornecer informacoes bioldgicas dificeis
de serem obtidas em humanos, permitindo estudar condicoes neu-
ropsiquidtricas como doenca de Alzheimer, ansiedade, dentre outras.
O presente trabalho descreveu metodologia de estudo para cérebro
de roedores, duas técnicas neuroanatomicas, Kliiver-Barrera e Golgi-
-Cox, e seus respectivos processos de quantificacdo. A técnica de Klii-
ver-Barrera permitiu visualizacdo da substincia branca e cinzenta com
destaque na bainha de mielina. A técnica de Golgi-Cox, adaptada para
realidade de nosso laboratério, mostrou-se eficiente para visualizagio
de neuronios e seus prolongamentos, como dendritos e espinhas den-
driticas, permitindo assim a quantificacio. A partir de imagens obtidas
de microscopio descreveu-se os diferentes passos para quantificacio,
a determinacgdo de volume de estruturas internas cerebrais (corpo ca-
loso e camada celular do hipocampo) assim como a quantificacio das
espinhas dendriticas em neur6nios piramidais. Os métodos descritos e
detalhados poderao ser utilizados em vérios campos da neurociéncia.

PALAVRAS-CHAVE: Bainha de mielina; Espinhas dendriticas; Sistema
nervoso central.

CHALLENGES IN UNDERSTANDING BRAIN MORPHO-
LOGY: FROM VISUALIZATION TO QUANTIFICATION

ABSTRACT: Neuronal morphology is analyzed in animal models to
provide biological information difficult to obtain in humans. The above
makes possible the study of neuro-psychiatric, such as Alzheimer s
disease, anxiety and others. Current study described methodology for
rodents ” brains, two neuro-anatomic techniques, Kliiver-Barrera and
Golgi-Cox, and their respective quantification processes. Kliiver-Bar-
rera technique visualized the white and gray matter, particularly the
myelin sheath. Golgi-Cox technique, adapted for current research, was
efficient to visualize neurons and their prolongations, such as den-
drites and dendritic spines, with quantification. Images by microscope
described the different steps for the quantification, determination of
volume of the brain “s internal structures (callous body and the hypo-
campus s cell layer) coupled to the quantification of dendritic spines
in pyramid neurons. Described and detailed methods will be useful in
several fields of neuroscience.

KEY WORDS: Central nervous system; Dendritic spines; Myelin shea-
th.
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INTRODUCAO

O estudo da morfologia neuronal em modelos
animais de doencas do sistema nervoso central (SNC) é
tdo importante quanto um exame de ressonancia magné-
tica funcional, pois permite observacio de alteracoes que,
em certas condigoes, seriam muito dificeis ou impossiveis
de serem investigadas em humanos. Diversas patologias e
psicopatologias estio relacionadas as mudangas anatomi-
cas cerebrais macro e microscopicas*?. Além disso, estu-
dos mostram que estruturas cerebrais como hipocampo®*
e corpo caloso’’ tém seu volume reduzido em individuos
que viveram experiéncia de estresse cronico considerado
toxico (ex.: abuso sexual, negligéncia parental), sendo
estas alteracoes morfoldgicas associadas a transtornos de
ansiedade e/ou estresse pos-traumitico. Até certo ponto,
tais alteracoes estruturais e funcionais sio passiveis de
serem reproduzidas em modelos animais. Sendo assim,
técnicas de baixo custo financeiro e que proporcionem
boa visualizacdo da estrutura cerebral microscopica re-
presentam valiosa ferramenta para a neurociéncia.

Dentre as técnicas histologicas que garantem vi-
sualizacio de neur6nios, a pioneira técnica de Golgi des-
coberta em 1873 foi sendo aperfeicoada desde entao, de
modo a possibilitar nitida visualizacio de certas ultraes-
truturas neuronais, a exemplo das espinhas dendriticas®
(protrusoes citoplasmdticas que emergem da superficie
externa do soma neuronal e dendritos, e representam o
local de maior conexdo e atividade sindptica)’. Por exem-
plo, a técnica de Golgi-Cox tem sido amplamente empre-
gada para se investigar a relacdo entre comportamento e
morfologia cerebral, tanto em animais de experimentacio
quanto em humanos®*'. OQutra técnica muito utilizada foi
proposta por Kliiver e Barrera' a qual emprega o corante
Luwxol fast blue® (ftalocianina 7c1’1prica azul) para visuali-
zar fibras mielinicas (ax6nios e seu envoltorio mielinico).
Tal estrutura nao pode ser visualizada pela maioria das
técnicas tradicionais e agentes quimicos comumente utili-
zados, uma vez que sao incompativeis com a composi¢ao
lipidica da bainha de mielina, rica em glicofosfolipideos
e colesterol®. A alta solubilidade em fosfolipideos do Lu-
xol fast blue explicaria sua capacidade de corar mielina'.
Além disso, quando associada ao corante violeta de cre-
sila, a técnica de Kliiver-Barrera possibilita também a vi-
sualizacio do corpo celular (soma), inclusive o nucleo'.

A descricao de técnicas histologicas na literatura
nao ¢ garantia de sucesso para outros laboratdrios, uma
vez que detalhes importantes nem sempre si0 mencio-
nados ou até mesmo sio negligenciados, dificultando
sua reprodutibilidade. Portanto, o objetivo do presente
trabalho foi descrever a técnica de Golgi-Cox para visua-
lizagio da morfologia neuronal, inclusive as espinhas
dendriticas, bem como a técnica de Kliiver-Barrera com
contra-colora¢ao pelo corante violeta de cresil, para iden-
tificar e analisar o volume do hipocampo e corpo caloso.
Foram descritos também métodos adequados de quanti-
ficacdo das espinhas dendriticas (Golgi-Cox), volume do
hipocampo e corpo caloso.

METODOLOGIA
ANIMAIS

Foram utilizados trés ratos Wistar machos (Rat-
tus novergicus) com trés meses de idade, mantidos em
condi¢oes padrio de alojamento no Biotério Setorial do
Departamento de Ciéncias Morfoldgicas da Universidade
Estadual de Maringd, com iluminagdo de claro e escuro
de 12 horas e temperatura de 22 =+ 2 °C. Os animais re-
ceberam alimentagdo (racio padrio para roedores - Nu-
vilab-nuvital®) e dgua ad libitum por 24 horas. Todos os
procedimentos foram realizados de acordo com Comité
de Etica em Experimentacio Animal da Universidade Es-
tadual de Maringd (Protocolo 108/2012).

Etapa 1 - Preparo das solucdes

A fim de facilitar a preparagdo das solucoes, as
proporcoes utilizadas foram calculadas para 1000 ml. No
entanto, deve-se considerar que para um cérebro de rato,
o volume de 30 ml de solucio fixativa € suficiente.

Solucao de Paraformaldeido 4%

Em um béquer de vidro, colocar 40 g de para-
formaldeido e completar com 1000 ml de d4gua destilada.
Levar ao agitador com aquecimento até 60 °C, e entio
adicionar gotas de hidréxido de sddio (NaOH) (5M) até a
solucdo ficar transparente.
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Solucao Salina 0,9 %

Em um béquer de vidro colocar 9 g de cloreto de
sodio (NaCl), completar com 1000 ml de dgua destilada e
agitar até dissolucio completa.

Solucao de Golgi
Solugdo A

Em béquer de vidro colocar 18,7 g de dicromato
de potissio (K,CR,0.), completar com 375 ml de dgua
destilada, e agitar durante 30 minutos, cuidando para
nao ultrapassar 60 °C.

Solucao B

Em béquer de vidro colocar 18,7 g de cloreto de
Mercurio (II) (HgCL,), completar com 375 ml de dgua
destilada, agitar durante 30 minutos, cuidando para nio
ultrapassar 100 °C.

Solucdo C

Em béquer de vidro colocar 15 g de cromato de
potéssio (K,CrO,) e completar com 300 ml de dgua desti-
lada e agitar sem aquecer.

Para solucio de Golgi mistura-se solucio A com
B e por ultimo a C e em seguida adiciona-se 750 ml de
agua destilada. O armazenamento ¢ feito em garrafa de
vidro escuro (recomenda-se cobrir com saco preto por
5 dias em local escuro em temperatura ambiente). Apos
esse periodo filtra-se com papel filtro em local com pou-
ca luminosidade e manter em local escuro e temperatura
ambiente. Tempo de vida da solucio (1 a 6 meses). Por
ter alta toxicidade, deve ser preparada dentro de capela
e com uso de EPIs.

Solucao de amonia (3:1)

Em béquer de vidro coloca-se 200 ml de amonia
e completa-se com 100 ml de dgua destilada.

Solucao de Rapid fix

Em béquer de vidro coloca-se 150 ml de Kodak
rapid fix® (Solugao A para filme e papel) e completa-se
com 150 ml de dgua destilada.

Solucao de Luxol fast-blue 0,1%

Em béquer de vidro coloca-se 0,1 g de Luxol®
fast blue MBSN e completa-se com 100 ml de dlcool 95%,
e dissolve com auxilio de agitador. E em seguida acres-
centa-se 0,5 ml de ac. acético 10% e filtra-se antes do uso.

Solucao de Carbonato de litio

Em béquer de vidro coloca-se 0,05 g de carbo-
nato de litio (Li,CO,) e completa-se com 100 ml de dgua
destilada, e dissolve com auxilio de agitador.

Solucao de violeta de cresila 0.1%

Em béquer de vidro coloca-se 0,1 g de cresil vio-
leta (CH,CIN,0O), completa-se com 100 ml de dgua des-
tilada e dissolve sob agitacao por 30 minutos aquecendo-
-se até alcancar 60 °C. Adicionado 5 gotas de acido acético
glacial 10% e filtra-se antes do uso.

Solucao de sacarose 30%

Em béquer de vidro coloca-se 300 g de sacarose
(C,H,,0,) e completa-se com 1000 ml dgua destilada, e
agita-se até dissolucao.

Solucao de gelatinizacao

Em béquer de vidro coloca-se 0,5 g de gelatina
incolor e completa-se com 100 ml de dgua destilada, e
agita-se até 60 °C. Deixar esfriar até temperatura de apro-
ximadamente 40 °C e adiciona-se 0,05 g de sulfato de cro-
mo (KCr$,0,), que atua como antifingico. Ap6s dissolver
com auxilio de agitador, essa solucio é filtrada com auxi-
lio de papel de filtro.

Etapa 2 - Perfusao e Fixacao do cérebro in situ

O animal deve ser profundamente anestesiado
por meio de injecio intraperitonial de tiopental (100 mg/
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kg), precedida (cerca de 5 minutos antes) pela injecao de
lidocaina (10 mg/kg) aplicada na mesma regiao que rece-
beu o tiopental. Ambas as injecoes sio aplicadas em volu-
me de (0,1 mL/100 gramas de peso). A eficicia da aneste-
sia é aferida pelo teste de pincamento da ponta da cauda.
A auséncia de qualquer reflexo por parte do animal indica
que a anestesia foi implantada com sucesso. O animal é
entio posicionado em decubito dorsal, estando as patas
imobilizadas, para o procedimento de perfusio intracar-
diaca, conforme técnicas de rotina', Para realizacio da
técnica de Kliiver-Barrera, utiliza-se solugao salina 0,9%
seguido de solugdo de paraformaldeido 4%. Para técnica
de Golgi-Cox, a perfusio ¢ realizada apenas com solucio
salina 0,9%. Ap6s perfusio transcardiaca, a cabega do ani-
mal é retirada e mantida em gelo por 30 minutos. Em se-
guida o cérebro é removido cuidadosamente, lavado com
agua destilada e seccionado com dois cortes coronais, um
na regiao do bulbo olfatorio e outro na altura do coliculo
inferior para promover melhor pds-fixacio.

Etapa 3 - Pés-fixacao_

Para técnica de Kliiver-Barrera, o cérebro é pos-
-fixado em 30 ml de solu¢io de paraformaldeido 4% du-
rante 48 horas em temperatura ambiente. Para técnica de
Golgi-Cox o cérebro é pos-fixado em 30 ml de solugio
de Golgi utilizando-se recipiente com tampa de pldstico
escuro, e mantido em estufa a 37 °C por 24 horas. Apds
este tempo, coloca-se no agitador (em velocidade lenta)
por 2 horas e em seguida substitui-se por nova solucio de
Golgi, na qual permanece por mais 19 dias em temperatu-
ra ambiente em ambiente escuro.

Etapa 4 - Crioprotecao e Congelamento

Transfere-se o cérebro para solucio de sacaro-
se 30% por periodo de 24 horas. Troca-se esta solucio
por outra nova, na qual o cérebro permanece até sua
precipitacdo ao fundo do recipiente (cerca de 20 dias), a
temperatura ambiente.

Congelamento

Apb6s crioprotecio, o cérebro é congelado por
imersao em N-hexano (40 ml) durante aproximadamente
10 segundos, com auxilio de béquer de vidro mantido

em caixa de isopor contendo nitrogénio liquido. Em se-
guida os cérebros sio levados ao criostato para obtencio
de cortes coronais, com expessuras de 40 wm ou 100 wm
que sao utilizadas para coloracio de Kliiver-Barrera ou
Golgi-Cox, respectivamente.

Etapa 5 - Microtomia e Impregnacao do tecido
Preparacao das laminas

Para melhor aderéncia das seccoes histologicas
nas laminas de vidro, utiliza-se o seguinte processo. As 13-
minas previamente limpas e secas sio colocadas em cuba
histolégica e mergulhadas na solucao de gelatinizacio
por 10 min. Apds escorrer sao deixadas para secar em
suporte de laminas na posi¢do vertical, em temperatura
ambiente durante 5 dias e protegidas de poeira.

Microtomia

Para técnica de Kliiver-Barrera sio obtidas
seccoes com 40 um, e apos o primeiro corte coletado
aleatoriamente, nos cortes subsequentes, a 5* sec¢io é
coletada e disposta sobre limina conforme Figura 1A. Ou
seja, a cada 200 wm (4 secgoes de 40 wm/cada), utiliza-se
uma sec¢o (a 5%) para andlise. Este procedimento deve-se
repetir a0 longo de toda extensio cerebral que se deseja
examinar. Esta metodologia garante uma amostragem sis-
temdtica, premissa bésica para determinagio do volume
da estrutura de acordo com principio de Cavalieri®.

Para técnica de Golgi-Cox, sio obtidas seccoes
coronais com 100 um de espessura e a partir da pri-
meira seccio considerada, uma a cada cinco é coletada
aleatoriamente e disposta sobre a lamina (Figura 1B). A
metodologia assegura que todas as regioes tenham a mes-
ma chance de serem amostradas. Apds colocar os cortes
sobre a ldmina, um papel toalha umedecido é disposto
sobre os cortes de tecido cerebral, pressionando-se leve-
mente com a palma das maos. As laminas contendo os
cortes sdo armazenadas em cubas de vidro e envolvidas
com tecido umedecido em 4gua. Sio mantidas em caixa
de plastico escuro com tampa, e mantida em ambiente
escuro (temperatura ambiente) por 24 horas em média
(12 a 48 horas). Esta etapa garante a aderéncia dos cortes
nas laminas.
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Figura 1. Figura representativa evidenciando cortes coronais e a disposicio sistemdtica (1A) nas liminas para anilise do
volume e disposicao (1B) para anilise aleatoria.

Impregnacao do tecido nervoso pela técnica de Klii-
ver-Barrera (observacio da bainha de mielina e nu-
cleos celulares)

O protocolo aqui descrito foi adaptado principal-
mente de Bittencourt e Elias (2007), e otimizado para cé-
rebro de rato preparado com os procedimentos descritos
anteriormente.

Ap6s microtomia os cortes congelados sio secos
em estufa a 37 °C (no minimo 18 horas e no maximo 24
horas). Em seguida, clareados em xilol (2 cubas, sendo
3 minutos em cada), hidratados em concentragoes de-
crescentes de dlcool (alcool 100%, e duas cubas de dlcool
95%) com 5 minutos em cada. Os cortes sao entao imer-
sos em cuba contendo solucio de Luxol fast blue®, que
¢ isolada com auxilio de tampa de vidro e mantida em
estufa a 60 °C por 2 horas. Apds 30 minutos, em tempe-
ratura ambiente, os cortes sio mergulhados na seguinte
sequéncia de cubas contendo dlcool 95%, dgua destilada,
solucdo de carbonato de litio 0.05% e dlcool 70%. Nas
duas ultimas etapas deverd ocorrer a diferenciacio do teci-
do, quando a substincia branca cerebral (fibra mielinica)
devera expressar um tom azul, em contraste a auséncia de
coloragao da substancia cinzenta (somas neuronais). Em
seguida coloca-se as 1aminas em cuba contendo solugao
de violeta cresil 0.1% por 6 minutos em estufa a 50 °C.
Apds 10 minutos em temperatura ambiente, as laminas
sdo colocadas em dgua destilada e em seguida procede-se
a desidratacio dos cortes em concentragoes crescentes de

dlcool (duas vezes em dlcool 95% e em seguida em dlcool
100%) durante 3 minutos cada. Finalmente as laminas de-
vem ser clareadas em xilol (2 cubas, sendo 3 minutos em
cada) e cobertas com resina Permount® e laminula.

Impregnacao do tecido nervoso pela técnica de Gol-
gi-Cox (observacao de dendritos e espinhas dendri-
ticas)

O protocolo segue em duas fases: 1?) fase escuro
e 2%) fase claro. Na fase escuro, as 1iminas devem ser pro-
tegidas completamente da luz. Esta fase deve ser realizada
em capela. A cuba de liminas previamente preparada é
colocada na seguinte sequéncia de substincias: dgua des-
tilada (1 minuto), solu¢io de amonia (40 minutos), dgua
destilada (5 minutos), solucio de Kodak Fix para filme®
(40 minutos). Na fase claro, a cuba de laminas ¢é colocada
na seguinte sequéncia de substancias: duas vezes em dgua
destilada (1 minuto cada), sequéncia crescente de dlcoois
(50%, 70%, 95%, 100%, 100% e 100%, 5 minutos cada).
Finalmente sao clareadas em xilol (2 cubas, 10 minutos
cada) e cobertas com resina e laminula, deixadas para se-
cagem na posicao horizontal e no escuro, e seladas com
esmalte ap6s secagem.
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Etapa 6 - Métodos de quantificacao

Determinacao de volume (corpo caloso e hipocampo)

Utilizando cérebro seccionado no sentido frontal, cujas liminas foram preparadas em Kliiver-Barrera, a re-
gido escolhida para determinacdo do volume deve ter como base um atlas (ex.: Paxinos & Watson'®).

Com auxilio de um microscopio acoplado a camara de video, as imagens sio captadas, digitalizadas em
um computador e projetadas em monitor de video. Sobre a tela do monitor coloca-se sistema teste contendo pontos

(Figuras 2B e 2E).

Figura 2. Representagio da regido do corpo caloso (cc) analisada (24, 2B, 2C), e camada piramidal do hipocampo (hip) da
regido CA1 (2D, 2F) com simulagio do sistema teste utilizado (2B, 2D). As regioes do corpo caloso (2C) e hipocampo (2F) que
foram coradas pela técnica de Kliiver-Barrera (2C). Barra = 50 um

Este procedimento € repetido em todas as sec-
coes determinadas e os pontos que tocam na estrutura
que se deseja analisar (corpo caloso ou hipocampo) sio
contados. Utiliza-se assim o método da planimetria, que
objetiva medir uma 4rea em um sistema plano usando
pontos com dreas conhecidas. A associacio da planime-
tria com o principio de Cavalieri'” possibilita determinar
o volume da estrutura a partir da férmula: V=T. A, onde
V = volume, T = somatoria de seccoes utilizadas, A =
area dos cortes. Para determinar o valor de T, utiliza-se

a seguinte formula T=2X secc¢des. t onde, T=X corres-
ponde a somatdria de secgdes utilizadas e t corresponde
a espessura do corte entre os intervalos determinados.
Por exemplo, se a espessura do corte foi de 5 um e o
intervalo de secgoes utilizado foi 5, entdo t = 25 um. E o
valor de A=XP.d? onde ZP corresponde a somatoria de
pontos que tocaram no sistema teste e d é a distancia em
micrometros entre dois pontos do sistema teste.

Saiide e Pesqui. 2019 jan-abr; 12(1): 97-106 - e-ISSN 21769206
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Quantificacao das espinhas dendriticas

Um neurdnio piramidal localizado na drea que se deseja quantificar as espinhas ¢ selecionado com base
nos seguintes critérios: corpo celular e dendritos completamente corados, nao ter sobreposicio com outro dendrito
ou vaso sanguineo. Em seguida, com ampliagio de 40x identifica-se dendritos apicais e basilares, e com ampliacio de
100x realiza-se a identificacdo das espinhas e com auxilio de uma ocular milimetrada (olympus), considera-se uma
distancia pré-determinada (por exemplo, 50 um do dendrito apical e mensura-se a quantidade de espinhas presentes
neste segmento. O mesmo procedimento ¢é realizado nos dendritos basilares (Figura 3)*.

3A

R R R

Figura 3. Representacio da regido cortex (3A), evidenciando neurénios piramidais (3B, C) corados pela técnica de Golgi-
-Cox, e método de quantificacio das espinhas dendriticas (ep) dos dendritos basilares (db) e apicais (da) (3D) por meio
de régua milimetrada. Barra = 10um.

Saiide e Pesqui. 2019 jan-abr; 12(1): 97-106 - e-ISSN 2176-9206

sreuIi) sognIy J




104

0 desafio para compreender a morfologia cerebral: da visualizacdo a quantificacao

RESULTADO e DISCUSSAO

Neste estudo foi descrito em detalhes protocolo
para as técnicas de Kliiver-Barrera e Golgi-Cox. Apesar de
serem consideradas cldssicas, a reproducio a partir dos
manuais nao garante seu sucesso na pratica. Nosso em-
penho nestas tradicionais neurotécnicas foi devido seu
menor custo financeiro em relacdo a outras neurotécni-
cas, e as informacoes valiosas que oferecem para estudo
do SNC.

Na etapa de congelamento perdeu-se um cére-
bro, pois 0 mesmo sofreu rachadura, mostrando que essa
etapa deve ser feita com critério de tempo, que neste
caso foram 10 segundos, intervalo de tempo considera-
do confidvel. O protocolo para técnica de Kliiver-Barre-
ra, com a contra-coloracio pelo violeta cresil promoveu
coloracio de qualidade para estudo do SNC. A etapa de
diferenciacio foi o ponto mais critico da técnica, deven-
do ser feita sob a luz e com auxilio de microscopio. Tal
procedimento assegurou distin¢ao de substancia branca
e cinzenta (Figura 2), o que favorece a observagio segura
da substancia, tal como corpo caloso.

Para determinar o volume de uma estrutura
interna, utilizou-se principios ji estabelecidos da este-
reologia', descritos aqui para o SNC. A etapa de coleta
de seccoes, e sua organizacio na limina, foi criteriosa,
premissa bdsica para ndo ter viés na determinacio do
volume. Com imagens de qualidade da substancia bran-
ca € possivel analisar desde o volume do corpo caloso,
uma estrutura interna até o volume total da substincia
branca no cérebro. A contra coloragio com violeta cresil
aumenta as possibilidades de anlise cientifica quantita-
tiva, pois permite a visualizacio confidvel de nucleos de
células gliais presentes na substancia branca. Além disso,
a técnica com contra coloracio permite a observacgio de
componentes da substancia cinzenta, possibilitando por
exemplo estudo da espessura cortical, como exemplo da
camada piramidal do hipocampo, exemplificado neste
trabalho. Pode-se afirmar que a técnica ofereca economia
financeira, promove a menor utilizacio de animais, e oti-
miza o tempo dos envolvidos na pesquisa cientifica.

Notamos que hd dificuldade de se estabelecer o
limite do corpo caloso total nas secgoes frontais, e suge-
rimos que ao utilizar este tipo de seccao ¢ importante

basear-se no atlas para definir limites regionais. Por exem-
plo, pode-se considerar a andlise de regioes especificas
do corpo caloso, tais como joelho, corpo ou esplénio do
corpo caloso utilizando-se a sec¢ao com semelhanca ana-
tomica a seccao correspondente ao Bregma definido pelo
atlas. Para o hipocampo € possivel analisar seu volume
total ou volume de camadas, tais como volume da cama-
da piramidal. Para determinacao do volume de qualquer
estrutura € necessario a visualizacgio no monitor, e, por-
tanto, isso requer objetivas de aumento 1X ou 2X.

O protocolo adaptado para Golgi-Cox*" apre-
sentado neste estudo também se mostrou eficiente na
identificacao dos neuronios piramidais, e apesar da técni-
ca também promover a coloracao de células gliais e vasos
sanguineos, foi possivel fazer a identificacio segura dos
neuronios devido a impregnacio dos prolongamentos
neuronais e das espinhas dendriticas (Figura 3).

Com a impregnacao adequada dos dendritos
e respectivas espinhas dendriticas, é possivel realizar a
quantificacio destas com o método descrito anterior-
mente (Figura 3D). Tal informacao € valiosa para estudos
comparativos da neurociéncia, pois permite avaliar se
regioes estao sendo mais ativadas ou nio, conforme o es-
timulo aplicado, o transtorno ou a doenca mental. Além
disso, as alteragoes detectadas nas espinhas dendriticas
representam uma das mais importantes evidéncias cien-
tificas da neuroplasticidade cerebral. No entanto, a técni-
ca sO € possivel se houver equipamentos basicos como,
por exemplo, criostato, o que representa uma barreira
para muitos laboratérios uma vez que tal equipamento e
sua manutengao sio financeiramente caros, e a utilizacio
de reagentes com metais pesados como mercurio exige
maiores cuidados.

CONCLUSAO

O desafio para compreender o funcionamento
do cérebro estd diretamente relacionado a compreensio
da sua morfologia. Este trabalho se contribui no sentido
que apresenta detalhadamente os passos para tal estudo,
pois hd esta lacuna na literatura. Do processo de prepara-
¢do do cérebro até a etapa final de quantificacio, descre-
vemos aqui dois métodos de coloracio e duas técnicas de
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quantificacio. Apesar de delicado, as técnicas de colora-
¢do e métodos de quantificagio sao vidveis do ponto de
vista financeiro e representam ferramenta valiosa no estu-
do do SNC, desde a neurobiologia dos transtornos men-
tais aos efeitos da criacio em ambientes enriquecidos.
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