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RESUMO

A rapida deteccao e reagcdo a ameacas € muito importante para a sobrevivéncia de
um individuo. Os primatas possuem sistemas visuais altamente complexos, que foram
selecionados ao longo de sua historia evolutiva. A Teoria de Deteccédo de Serpentes
(Isbell, 2006) postula que a principal pressao evolutiva seria a coexisténcia com
serpentes pegonhentas. Uma das hipoteses centrais de Isbell € que platyrrhini teriam
sistemas visuais mais variados quando comparados aos catarrhini, devido a um hiatus
em sua coexisténcia com serpentes. Inspirado no artigo de Elorette et al. (2018),
analisamos o movimento de tracadores neuronais pelo cérebro de individuos de
Callithrix jacchus (n=3), infundindo um tragcador retrégrado na amigdala e um
anterégrado no coliculo superior, e observando se eles se encontravam no pulvinar,
com o intuito de elucidar a presenca da “via baixa” de processamento visual
emocional. Os tecidos foram processados por meio de imunofluorescéncia e
observados em microscopios de epifluorescéncia e microscopios confocais a laser.
Ambos os tragadores foram observados no pulvinar, assim como a justaposigao deles.
Isso sugere a preservagao da via subcortical Coliculo Superior -> Pulvinar ->
Amigdala, indicando que, apesar das particularidades evolutivas dos platyrrhini, esse
circuito de processamento rapido de estimulos visuais aversivos permanece

conservado em C. jacchus.

Palavras-chave: Coliculo Superior, Pulvinar, Amigdala, Tragamento neural, Primatas

do Novo Mundo, Circuitos Neurais.



ABSTRACT

Rapid threat detection and reaction are crucial for an individual's survival. Primates
possess highly complex visual systems selected throughout their evolutionary history.
The Snake Detection Theory (Isbell, 2006) postulates that the primary evolutionary
pressure was the coexistence with venomous snakes. One of Isbell's core hypotheses
is that platyrrhines would have more varied visual systems compared to catarrhines
due to a hiatus in their coexistence with snakes. Inspired by the study by Elorette et al.
(2018), we analyzed the movement of neural tracers through the brains of Callithrix
jacchus individuals (n=3), infusing a retrograde tracer into the amygdala and an
anterograde tracer into the superior colliculus to observe if they converged in the
pulvinar, aiming to elucidate the presence of the "low road" of emotional visual
processing. Tissues were processed with immunofluorescence and observed using
epifluorescence and laser scanning confocal microscopy. Both tracers were observed
in the pulvinar, as well as their juxtaposition. This suggests the preservation of the
Superior Colliculus -> Pulvinar -> Amygdala subcortical pathway, indicating that,
despite the evolutionary particularities of platyrrhines, this rapid processing circuit for

aversive visual stimuli remains preserved in C. jacchus.

Keywords: Superior Colliculus, Pulvinar, Amygdala, Neural tracing, New World

primates, Neural Circuits.
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1. Introducao
1.1. Primatas
1.1.1. Caracteristicas gerais

Os primatas diferenciam-se dos demais mamiferos por um conjunto de
especializagbes morfolégicas e sensoriais em seus sistemas visuais, com a
contrapartida de dependerem menos de seu sistema olfatorio (Barton et al., 1995;
Kaas, 2013). Essas adaptagdes incluem, dentre outras, a fovea profunda e
vascularizada, aumentando a resolugao no centro da visdo, a convergéncia orbital,
que permite uma maior sobreposi¢ao dos campos visuais e, consequentemente, um
aumento da capacidade de percepc¢éao de profundidade (estereopsia), além de um alto
grau de encefalizagdo, com grande expansdo do cortex visual estriado e extra-
estriado, do talamo, em especial do complexo pulvinar e do nucleo geniculado lateral,
e também de outras estruturas do sistema visual, como o coliculo superior (Kremers
et al., 2005; Jacobs, 2008; Chi, 2025).

Concomitantemente a esse refinamento visual, observa-se na linhagem uma
reducao progressiva das estruturas olfativas, como o bulbo olfatério e o tamanho do
nariz, sugerindo um trade-off evolutivo entre essas modalidades sensoriais (Barton et
al., 1995; Jacobs, 2008). Além disso, estes animais desenvolveram extremidades
preénseis, com substituicdo de garras por unhas planas na maioria das espécies
(algumas espécies re-evoluiram garras a partir de unhas), permitindo uma integracao
e coordenacao sensoério-motora de olho-mao, necessaria para a manipulagdo mais
fina de objetos e locomogédo em substratos complexos (Rasmussen, 2002; Schettino,
20006).

Entretanto, a extensdo dessas adaptacdes varia consideravelmente dentro da
ordem, sendo a alta especializagdo visual uma caracteristica principalmente da
linhagem dos haplorrhini, enquanto os strepsirrhini permanecem mais dependentes
do olfato e retém tragcos mais basais dos mamiferos. Essa distincdo reflete as
diferentes histérias evolutivas das duas subordens. Os strepsirrhini (I€mures, [6ris e
galagos) se separaram em torno de 60 milhdes de anos atras do resto dos primatas,
se isolando em Madagascar (Horvath et al., 2008). Eles preservam caracteristicas
consideradas ancestrais, como o tapetum lucidum (camada refletiva na retina que

aumenta a captagao de luz, ajudando em momentos de baixa luminosidade, porém
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limita a acuidade visual) e o rinario umido, embora ja possuam uma convergéncia
orbital maior, indicando uma adaptacao primaria a nichos noturnos mas com uma
dependéncia olfativa ainda significativa, com os comportamentos sociais de marcagao
de territorio e de selegao sexuais sendo baseados em feromdnios, por exemplo (Kirk,
2004; Barton, 2006).

Em contraste, os haplorrhini, clado que agrupa os tarsiiformes, os platyrrhini
(Macacos do Novo Mundo) e os catarrhini (Macacos do Velho Mundo e humanos),
passaram por uma transicdo drastica para nichos diurnos. Esta mudanga foi
acompanhada por uma especializagao visual unica dentre os mamiferos: a evolugao
de uma fovea retiniana (area central da retina dos haplorrhini com extrema densidade
de cones) para alta acuidade visual e, em muitas linhagens, a visdo tricromatica, que
€ util, por exemplo, na deteccao de frutos maduros ou folhas jovens, permitindo uma
alimentagdo mais nutritiva (Ross & Wall, 2000; Kirk, 2004; Isbell, 2009). Nos
platyrrhini, grupo ao qual pertence o Callithrix jacchus, a visao de cores apresenta um
polimorfismo ligado ao cromossomo X (exceto no género Alouatta), resultando em
fémeas heterozigoticas tricromatas, fémeas homozigéticas dicromatas e machos
dicromatas, uma variagao que gera questionamentos sobre as pressdes seletivas
durante a colonizag&o do neotropico que levaram a esse dimorfismo sexual (Jacobs,
2008).

A existéncia de um sistema visual tdo complexo e energeticamente custoso,
especialmente nos primatas antropoides, levanta discussdes sobre quais pressdes
ecologicas especificas teriam sido fortes o suficiente para direcionar essa trajetoria
evolutiva. A alta especializagdo neuroanatdbmica observada nestes animais nao é
apenas um subproduto aleatério, mas sim uma resposta a desafios de sobrevivéncia

criticos enfrentados ao longo de sua historia evolutiva.

1.1.2. Hipéteses evolutivas do sistema visual de primatas

Diversas hipoteses foram desenvolvidas para tentar explicar qual seria a
pressao evolutiva responsavel pela alta especializagao do sistema visual dos primatas
e suas outras adaptagdes, baseadas principalmente na dieta e no substrato que esses
animais viviam (Isbell, 2009). A primeira hipotese, desenvolvida por Smith & Jones no

inicio do século XX e depois revisada por Le Gros Clark, propunha que os membros
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primitivos da ordem dos primatas eram animais arboricolas e que esse estilo de vida
no topo das arvores seria responsavel pelo grande desenvolvimento visual dos
primatas. A necessidade de se movimentar sem cair na copa das arvores teria
selecionado caracteristicas favoraveis a esse estilo de vida, como um grau aumentado
de convergéncia orbital, permitindo uma maior capacidade de julgar a distancia entre
galhos, e a capacidade de coordenar o movimento das maos e dos olhos, garantindo
a manobrabilidade desses individuos (Elliot Smith, 1912; Jones, 1916; Le Gros Clark,
1959).

Em 1972, Cartmill refutou essa hipotese ao observar que outros mamiferos com
estilo de vida arboricola possuem orbitas oculares mais laterais e que mamiferos
terrestres também podem apresentar olhos frontais. Devido a isso, ele propds a
hipétese da predacéao visual, na qual a principal pressao evolutiva para as adaptagdes
dos primatas teria sido a dieta insetivora deles. A necessidade de perseguir e capturar
insetos em galhos de arvores teria levado ao aumento da convergéncia orbital,
caracteristica que Cartmill acreditava ser exclusiva de predadores visuais. Ele
argumenta que a dieta original dos primatas seria insetivora devido a muitos dos
pequenos mamiferos atuais, assim como a maioria dos strepsirrhini, 0 grupo mais
basal dos primatas, serem insetivoros (Cartmill, 1972, 1974). Contudo, existem varios
predadores que possuem Orbitas mais laterais em seus cranios, o que fez com que
Cartmill atualizasse sua hipétese em 1992 para a hipétese da predacgéao visual noturna,
explicando que os antepassados dos primatas teriam habitos noturnos, e que
predadores noturnos possuem orbitas mais convergentes que individuos diurnos do
mesmo clado (Cartmill, 1992).

Porém, Sussman percebeu que os pequenos primatas se alimentavam muito
mais, proporcionalmente, de material vegetal, do que de insetos. Também apontou
que os strepsirrhini noturnos dependiam mais de seus sentidos de audicao e de olfato
para localizar insetos do que da visdo. Além disso, ele observou que os morcegos
frugivoros do Velho Mundo possuem os sistemas visuais mais parecidos com os dos
primatas dentre os mamiferos. Ele sugere, entdo, que os primeiros primatas teriam
sido onivoros, se alimentando primariamente de frutas e outras partes de plantas, e
que teriam um estilo de vida arboricola, no qual um sistema visual mais desenvolvido
teria ajudado esses animais a serem mais bem sucedidos em adquirir alimento e se

locomover pelo ambiente (Sussman, 1991).
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Robin Crompton também foi contra a hipétese da predacédo visual,
argumentando que a convergéncia orbital ndo seria essencial para percepgao de
profundidade para capturar insetos, que outras dicas ambientais como sombra e
perspectiva sao suficientes para o animal conseguir perceber profundidade
(Crompton, 1995). Entéo, Lynne Isbell publicou em 2006 sua teoria de detecgéo de
serpentes, onde ela agrupou diversas evidéncias que estabeleceriam a
predagao/competicdo com serpentes como a principal pressdo evolutiva para o

desenvolvimento do sistema visual de primatas.

Em sua teoria, Isbell (2006) sugere, por meio de diversos dados
paleontoldgicos e moleculares, que a predagao por serpentes foi um fator seletivo para
o aprimoramento dos sistemas visuais de detec¢do e identificagdo rapida em
mamiferos. Este efeito teria sido especialmente influente entre primatas, gerando uma
expansao de estruturas neurais corticais e subcorticais, além de maior binocularidade,
aumento de acuidade visual e tricromacia. A teoria de deteccao de serpentes sofreu
muitas criticas desde sua primeira concepc¢édo, porém estudos subsequentes tém

gerado muitas evidéncias que corroboram suas hipéteses (Kawai, 2019).

Uma das principais predicoes desta teoria seria que quanto mais longo o
periodo histérico de coexisténcia entre serpentes e determinado grupo de primatas,
maior seria a complexidade do sistema visual desses individuos. No historico
filogenético, os primatas do Velho Mundo (Africa e Asia) (Figura 1) mantiveram
“‘contato” ininterrupto com serpentes peconhentas e, devido a isso, apresentam
sistemas visuais com alta complexidade e conservado entre as espécies (Sumner &
Mollon., 2000, Nei et al., 1997; Jacobs, 2008, Isbell, 2006; 2009). Os strepsirrhini se
separaram do crown group dos primatas em torno de 60 milhdes de anos atras
(Horvath et al., 2008), se estabelecendo em Madagascar, onde nao existem serpentes
peconhentas (Glaw & Vences, 1994). Estes primatas possuem o sistema visual menos
desenvolvido quando comparado com os antropdides, dependendo mais de seus

sistemas auditivos e olfativos (Isbell, 2009).

Os primatas do Novo Mundo (América do Sul e Central), que junto dos primatas
do Velho Mundo formam o grupo dos antropoides, por sua vez, chegaram ao
continente americano a aproximadamente 35 milhdes de anos (Schrago, 2007), ao
passo que as serpentes peconhentas chegaram por volta de 3 a 10 milhdes de anos
atras (Zamudio & Greene, 1997, Greene, 1997). Esse hiato na convivéncia com as



20

serpentes teria, portanto, gerado uma grande variedade nas adaptac¢des dos sistemas
visuais dos primatas do Novo Mundo, devido a perda dessa pressao seletiva (Sumner
& Mollon, 2000, Isbell, 2006; 2009).

Neste sentido, outra das hipdteses centrais da teoria de Isbell € a de que os

Figura 1: Distribuigdo global de primatas. Fonte: Arizona State University.

platyrrhini (Primatas do Novo Mundo) teriam uma maior variagdo em seus sistemas
em relagao aos catarinos (Primatas do Velho Mundo) (Isbell, 2006; 2009). Isso por ser
observado, por exemplo, com a visao de cores. Catarinos tipicamente exibem
tricromacia, devido a possuirem dois ou mais genes de fotopigmento no cromossomo
X, além de um gene autossOémico, ao passo que platyrrhini demonstram um
polimorfismo na sua visao de cores, pois possuem apenas um gene de fotopigmento
no cromossomo X, o que gera varias formas de dicromacia e, em fémeas
heterozigéticas, formas variadas de tricromacia (Jacobs, 1996; Hunt, 1998). Os
Alouatta sao o unico género dos primatas do Novo Mundo que possuem tricromacia

como a norma dentre seus individuos (Jacobs, 1996; Araujo, 2008).

Além disso, a complexidade de algumas estruturas do sistema visual dos
platyrrhini, como as camadas superficiais do nucleo geniculado lateral, s&o menos
complexas e mais variaveis quando comparadas com a de catarrhini (Kaas & Huerta,
1988). Marcagdes de citocromo oxidase (CO), enzima relacionada ao metabolismo
energético das células, revelam diferencas de atividade cerebral entre os dois grupos
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de antropoides (Wong-Riley, 1994). Nesse procedimento histoldgico manchas mais
escuras indicam maior atividade neural devido a atividade excitatéria do
neurotransmissor glutamato nas sinapses daqueles neurénios (Allman & Zucker,
1990; Nie & Wong-Riley, 1995; 1996). Na area cortical visual 1 (V1) dos primatas, e
em mamiferos com olhos direcionados para frente, é possivel observar blobs escuros
de alta atividade energética, porém apenas primatas possuem estrias escuras de CO
na area cortical visual 2 (V2) (Livingstone & Hubel, 1982; Lachica et al., 1993; Preuss
& Kaas, 1996; Preuss, 2007).

Existem diferengas de marcagcdo de CO, também, dentre os primatas. Os
catarrhini possuem marcagdes homogéneas dentre suas espécies, enquanto as
espécies de platyrrhini apresentam uma grande variagdo no padrao de atividade no
V1 e no V2 quando comparadas entre si e com os primatas do Velho Mundo (Isbell,
2009). Por exemplo, colunas de dominancia ocular sdo homogéneas e facilmente
observadas no V1 de catarrhini, com os blobs sendo consistentes em relagcdo as
colunas de dominancia (Florence & Kaas, 1992). Em platyrrhini um género possui
blobs parecidos com os de catarrhini, os Cebus, ao passo que 0s Saimiri possuem
blobs espalhados sem relagdo com a localizagao das colunas (Hess & Edwards, 1987;
Horton & Hocking, 1996). A intensidade e a largura das estrias de CO no V2 também
variam entre as espécies de platyrrhini (Wong-Riley, 1994). Os Callithrix possuem
linhas mais claras de mesma grossura, enquanto os Saimiri e os Aotus possuem
alternancia entre linhas grossas e finas, com coloragao constante (Tootell et al., 1983;
Kaas & Huerta, 1988; Krubitzer & Kaas, 1990).

1.2. Sistema Visual dos primatas
1.2.1. Visao Geral

O sistema visual de todos os vertebrados tém seu inicio na retina, onde os
circuitos de neurénios ganglionares realizam o processamento inicial de informacdes
visuais fundamentais, tais como luminancia, contraste local, frequéncia temporal e
espacial, movimento e direcao (Baden et al., 2016; Seabrook et al., 2017).
Anatomicamente, a retina apresenta uma organizagao laminar classica, composta por

trés camadas nucleares (externa, interna e de células ganglionares) intercaladas por
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duas camadas plexiformes (interna e externa), onde ocorrem as conexdes sinapticas
(Dowling, 2012).

Em primatas, os neurénios ganglionares dividem-se em trés classes principais,
fundamentais para a segregagcdo de vias paralelas: os neurbnios midget
(Parvocelulares - P), os neurbnios parasols (Magnocelulares - M) e os neurdnios
koniocelulares (K) (Baden et al., 2016).

Os neurdnios midget concentram-se principalmente no centro da viséo (na
févea) e se projetam para as camadas parvocelulares do Nucleo Geniculado Lateral
(NGL), compreendendo aproximadamente 80% da populagdo total de neurdnios
retinais projetados para esta estrutura. Na févea, estes neurénios estabelecem uma
conexao exclusiva, recebendo input de células bipolares que, por sua vez, recebem
inputs de apenas um cone, criando uma “via privada” de transmissao entre o cone e
o neurbnio P. Devido ao seu campo receptivo pequeno, resposta do tipo tdnica
(sustentada) e sua alta densidade, sdo responsaveis pela alta acuidade visual e
também atuam na deteccdo de oponéncia cromatica vermelho-verde (cones L e M).
Apresentam, porém, baixa sensibilidade ao contraste de luminancia (Kaplan, 2003;
Preuss, 2007).

Os neurdnios parasols sao maiores que 0os midget e se projetam para as duas
camadas magnocelulares ventrais do NGL, que constituem cerca de 10% das
projecoes retinais-geniculares. Caracterizam-se por receber inputs de multiplas
células bipolares difusas, integrando sinais de diversos cones, 0 que resulta em
campos receptivos maiores e auséncia de oponéncia cromatica espectral (sdo
acromaticos). Estes neurénios exibem respostas fasicas (transientes) e possuem alto
ganho de contraste, atuando nas detecgdes de movimentos e de estimulos de baixa

luminancia (Kaplan, 2003; Preuss, 2007).

As células K formam um grupo heterogéneo de neurdnios ganglionares que se
projetam para as camadas intercaladas (koniocelulares) do NGL e representam os
10% restantes das células projetadas da retina. Eles possuem grandes campos
receptivos, recebendo inputs de varias células bipolares diferentes, a depender do tipo
de célula K. Possuem fungbes variadas, com parte desta populagdo (as células
bistratificadas Blue-ON) carregando sinais exclusivos dos cones S (azul),

estabelecendo a via de oponéncia azul-amarelo. Ao contrario das vias P e M, os
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neurbnios que saem das camadas intercaladas projetam-se diretamente para as
regides ricas em citocromo oxidase (blobs) nas camadas 2 e 3 do cortex visual
primario (V1) (Kaplan, 2003; Preuss, 2007).

A partir da retina, o sistema visual se divide em duas vias principais (Figura 2):
a via retinogeniculada, que passa pelo NGL em diregao ao cortex visual primario (V1),
e a via retinotectal, que projeta para o Coliculo Superior (CS) e, subsequentemente,
para o Pulvinar (estas estruturas sdo também chamadas em ndo primatas de,
respectivamente, tectum optico e nucleo posterior talamico) (Kaas & Huerta, 1988;
Henry & Vidyasagar, 1991). Embora todos os vertebrados possuam essa arquitetura
basica, a propor¢cado de fibras varia drasticamente (Knudsen, 2020). Em anfibios,
répteis e passaros a via retinotectal € o principal circuito de processamento visual,
com a maioria dos axdénios dos neurdnios ganglionares se direcionando por ela. Em
mamiferos ndo primatas a via retinogeniculada se torna mais proeminente,
aumentando a proporgao de aferéncias, porém ainda sendo menos desenvolvida que
a retinotectal (Knudsen, 2020).

Em primatas, a via retinogeniculada tornou-se a via dominante, com o NGL dos
haplorrhini recebendo cerca de 90% das fibras do nervo 6ptico, o que reflete a
especializagdo deste grupo para uma visao foveal de alta resolugdo e para o
processamento detalhado de informacdes visuais, com reconhecimento detalhado de
objetos, outros individuos ou ameacas, por exemplo (Perry & Cowey, 1984; Preuss,
2007; Knudsen, 2020). No entanto, as estruturas subcorticais da via retinotectal,
apesar de receberem proporcionalmente menos projegbes diretas da retina
comparadas a roedores, também passaram por uma expansao volumétrica e funcional

significativa na evolugao dos primatas (Barton, 2000; Isbell, 2009).
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Figura 2: Diagrama esquematico das duas principais vias neurais do sistema visual em primatas: a via
retinogeniculada (Em vermelho) e a via retinotectal (Em azul). Fonte: Yu, 2021.

1.2.2. Viaretinogeniculada

O nucleo geniculado lateral € um nucleo taldmico essencial para o
processamento visual. Historicamente considerado apenas um repetidor de sinais,
pesquisas subsequentes sugerem uma fungao mais complexa do NGL, incluindo a
modulagao atencional e facilitagdo ou supressao binocular via modulacdo de ganho

monocular (Covington et al., 2023).
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Figura 3: Estrutura laminada do nucleo geniculado lateral do talamo, com as células que
compbem cada camada. Fonte: Adamék et al., 2022.

Nos primatas, ele recebe a maior parte dos axdnios da retina, com as células
P e M organizadas em seis camadas (4 P e 2 M) intercaladas por células K (Figura 3)
(Adamék et al., 2022).

O NGL vai enviar seus axénios principalmente para o cértex visual V1, onde
ocorrera o processamento de estimulos visuais simples, como orientagédo, cor e
movimento (Isbell, 2006). Do cértex V1 a informagéo visual vai se dividir em duas
correntes de informacéao, a dorsal, responsavel por processar o “onde” e “como” do
estimulo, e a ventral, responsavel por processar o “o que” é o estimulo (Goodale &
Milner, 1992). A via retinogeniculada é também chamada de via candnica ou via

cortical do processamento visual.

1.2.3. Via retinotectal

O Coliculo Superior (CS) é uma estrutura mesencefalica laminada,
filogeneticamente conservada, chamado de tectum o¢ptico em vertebrados nao-
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mamiferos. Em mamiferos, o CS atua como um centro fundamental de integragao
sensorio-motora e orientagdo da atencdo (May, 2006; Isa et al.,, 2021). O padrao
anatébmico do CS é bem parecido entre todos os mamiferos ja estudados, sendo
composto por sete ou oito camadas alternadas de corpos celulares e fibras
mielinizadas (Basso & May, 2017; Liu, 2022). Fisiologicamente, no entanto, essas
camadas sdo agrupadas em duas divisées funcionais principais: as camadas
superficiais, que sao visuais, e as camadas profundas, que sdo multimodais e motoras
(May, 2006; Isa et al., 2021; Veale & Takahashi, 2024).

As camadas superficiais compreendem o stratum zonale (SZ), o stratum
griseum supetrficiale (SGS) e o stratum opticum (SO). O SGS contém a maioria dos
inputs sensoriais da retina e dos cortices estriado e extra-estriado, incluindo
especificamente as areas visuais V1, V2, V3, V4 e V5 (Henry & Vidyasagar, 1991; Liu,
2022), porém o SO também recebe aferéncias dessas regides em menor quantidades
(Cerkevich et al., 2014; Veale & Takahashi, 2024). Enquanto em roedores o CS é
proporcionalmente o principal alvo das projecdes retinais, recebendo cerca de 70-90%
das aferéncias da retina, em primatas houve uma redugao significativa em favor do
NGL, com os primatas antropoides e do Novo Mundo recebendo apenas cerca de 10%
dessas projecdes (Perry & Cowey, 1984; Veale & Takahashi, 2024 ). Essas aferéncias
sdo principalmente de células retinais ganglionares parasols e koniocelulares (tipo M
e K), formando um mapa retinotépico de resposta visual (Hafed & Chen, 2016). Ainda
nao se sabe exatamente a fungdo dessas diferentes vias no comportamento visual,
apenas as células M foram relacionadas a alta seletividade de neurbnios do CS para
detecgdo de movimento (Basso & May, 2017; Santana et al., 2023). Quanto as suas
projecbes de saida, os neurbnios das camadas superficiais projetam-se

principalmente para o pulvinar e para o NGL (Veale & Takahashi, 2024).

As camadas profundas agrupam o stratum griseum intermedium (SGl), stratum
album intermedium (SAl), stratum griseum profundum (SGP) e stratum album
profundum (SAP). Estas camadas recebem poucas aferéncias retinais diretas, porém
recebem inputs da maioria das regides do cérebro. Elas integram informagdes
auditivas, somatossensoriais, do cerebelo e do ganglio basal (Fries, 1984; Lynch et
al., 1985; Borra et al., 2014; Distler & Hoffman, 2015; Lee, et al.; 2020), além de sinais

top-down de areas corticais, como da substantia nigra pars reticulata (SNr), do frontal
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eye field (FEF) e do cértex parietal posterior (Basso & May, 2017; Veale & Takahashi,
2024). Adicionalmente, as camadas profundas recebem axoénios excitatérios das

camadas superficiais do préprio CS (Doubell et al., 2003; Ghitani et al., 2014).

O coliculo superior é sensitivo a luz, a movimentos, esta relacionado a geragao
dos movimentos sacadicos dos olhos (Wurtz & Goldberg, 1989; Snyder et al, 2002) e
também é responsavel por enviar comandos de movimentos da cabecga, do pescogo
e dos olhos (Isa, 2002; Sooksawate et al., 2011; Veale & Takahashi, 2024), em
especial para direcionar a atengcédo a objetos novos no campo visual (Krauzlis et al.,
2013; Basso et al., 2021).

1.2.4. Via coliculo-pulvinar

O pulvinar, chamado de nucleo lateral posterior (LP) nos demais mamiferos, é
uma estrutura dorsal do talamo, sendo relativamente pequeno em todos os
mamiferos, exceto nos primatas, ordem na qual ele é o maior nucleo talamico (Preuss,
2007; Benarroch, 2015). Sua grande expansdo em primatas acompanhou o
crescimento do neocortex nesses animais (Chalfin et al., 2007; Isbell, 2006). Ele pode
ser dividido em quatro subdivisdes: a inferior, a lateral (que pode ser dividida em dorsal
e ventral), a medial e o anterior (ou oral) (Olszewski, 1952; Stepniewska & Kaas, 1997,
Gutierrez et al., 1995; Kwan et al., 2019). O pulvinar inferior (Pl) apresenta uma
organizagcdo anatdmica especialmente complexa, sendo subdividido em nucleo
posterior (Plp), medial (PIm), centromedial (Plcm) e centrolateral (Plcl) com base na

arquitetura e conexdes (Stepniewska & Kaas, 1997).

O pulvinar € um nucleo de associagao multissensorial, as regides inferior e a
lateral sdo areas visuais, a regido medial € multissensorial e a regidao anterior &
somatossensorial (Isbell, 2009). As areas inferior e lateral ventral sao o principal alvo
das aferéncias da retina, do V1 e das camadas superficiais do CS (Stepniewska, 2004;
Preuss, 2007), e elas enviam seus neurbnios para diversas areas corticais, como V1
e V2. As areas alvo em V2 irdo aparecer mais escuras em testes de CO,
demonstrando o alto fluxo de informagao transmitido pelo pulvinar (Wong-Riley, 1994;

Stepniewska, 2004). E importante notar que o Plp e o Plcm recebem as projecdes
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mais fortes do CS, formando a via coliculo-pulvinar classica (Stepniewska et al., 2000;
Berman & Wurtz, 2010).

De importancia visual também s&o as areas medial e lateral dorsal, que estao
envolvidas em varias fungdes do CS, como controle de movimentos sacadicos e
direcionamento da atengao a estimulos visuais salientes (Robinson & Petersen, 1992;
Preuss, 2007). A area medial € a unica regido do pulvinar que recebe aferéncias das
camadas profundas do CS (Stepniewska, 2004), além de ser altamente conectada
com varias areas corticais (Preuss, 2007), incluindo conexdes reciprocas com o cortex
pré-frontal, giro do cingulo e cértex parietal posterior (Romanski et al., 1997;
Benevento & Standage, 1983).

Essa regido também envia muitas conexdes para a amigdala, estrutura muito
importante em reagcbes emocionais a ameacas € a comportamentos de defesa
(Aggleton & Saunders, 2000; Benarroch, 2015). Elorette e colegas (2018)
recentemente demonstraram por meio de técnicas de rastreamento neural que
projegcdes do CS para o pulvinar se encontram com neurdnios pulvinares que projetam
para a amigdala, especialmente nas por¢cdes mediais do pulvinar (PM) e pulvinar oral
(PO), fornecendo a base anatémica para uma via subcortical rapida de processamento
emocional (Elorette et al., 2018). Além disso, a integridade da conectividade estrutural
nesta via (pulvinar-amigdala) esta correlacionada com a capacidade de
reconhecimento de expressdes faciais de medo em humanos, sugerindo um atalho

funcional que ignora o cortex visual (McFadyen, 2019).

Entao, é possivel perceber que a via CS-Pulv é responsavel por guiar a atengao
visual para estimulos novos e salientes no campo visual (Strenge, 1978; Kaas &
Huerta, 1988; Robinson & Petersen, 1992; Isbell, 2006; 2009). Na natureza, esses
estimulos muitas vezes sdo ameagas, como predadores, demonstrado por Maior et
al., que comparou primatas sadios com primatas com lesées no CS em um teste com
comida e uma cobra de borracha. Os animais com danos no CS nao hesitaram em
pegar a banana que estava embaixo do modelo de cobra, enquanto os animais sadios
nao tentaram alcangar a comida em nenhum momento ao longo do teste (Maior et al.,
2011).
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1.2.5. Via baixa de processamento de estimulos emocionais

A amigdala é uma estrutura localizada no lobo temporal composta por
aproximadamente 13 nucleos diferentes, que realiza conexdes com diversas areas
corticais e subcorticais (Amaral et al., 1992; AbuHasan et al., 2023). Esses nucleos
podem ser divididos em cinco grandes grupos: os nucleos basolateral, os nucleos
centrais, os nucleos cortical-like, outros nucleos amigdaldides e a amigdala estendida
(Rajmohan & Mohandas, 2007). O nucleo basolateral é a regi&do que recebe a maior
parte dos inputs corticais e subcorticais da amigdala, incluindo do pulvinar (Amaral et
al., 1992; Wei et al., 2015). Em primatas, especificamente o Nucleo Lateral (LA) atua
como a principal porta de entrada sensorial, integrando inputs visuais altamente
processados provenientes do cértex temporal inferior através das vias ventrais
(Amaral et al., 1992; LeDoux, 2000). A amigdala € uma estrutura muito importante
para o processamento emocional, sendo relacionada a expressao de comportamentos
defensivos, a detec¢cdo de ameacas, ao reconhecimento de expressdes faciais de
medo e raiva, a memoria espacial e a modulacdo do armazenamento de meméarias,
especialmente as emocionalmente salientes (Amaral et al., 1992; Sah, 2003; LeDoux,
2000; Kalin et al., 2004).

Individuos com danos no cértex visual, mas cuja circuitaria retinal e subcortical
continua funcional, podem desenvolver um quadro clinico de cegueira cortical, o
blindsight (Celeghin, 2015). Esses pacientes sao cegos, porém possuem a
capacidade nao-consciente de responder a estimulos visuais emocionalmente
salientes em seus campos de visdo, como, por exemplo, discriminar entre expressoes
faciais (de Gelder et al.,, 1999; Celeghin, 2015). Fendmenos como este, onde
pacientes com lesbes em V1 ainda exibem respostas fisiolégicas e ativagdo da
amigdala diante de faces de medo apesar de negarem ver o estimulo, reforcam a
hipétese de rotas alternativas (Weiskrantz, 1996; Morris et al., 1999; Tamietto et al.,
2012). Também ja foi observada, através de ressonancia magnética funcional,
atividade neural na amigdala em pacientes de blindsight durante experimentos de
discriminagdo de expressoes faciais (Vuilleumier et al., 2002). Muitos estudos
discutiam, entdo, a existéncia de uma via alternativa de processamento emocional de
informacéo visual independente da via cortical, para explicar as reagdes a estimulos

visuais e a ativacao da amigdala que acontecem no blindsight (McFadyen et al., 2019).
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O modulo do medo € um conjunto de estruturas neurais que, segundo LeDoux
(1996), estariam envolvidas na geragdo desse sentimento. A amigdala seria uma
estrutura neural essencial para a detec¢ao de saliéncia emocional e para a aquisi¢céao
de memorias de medo. Para explicar a rapidez com que respostas de defesa sao
iniciadas, LeDoux (1996; 2000) propbés a existéncia de duas rotas paralelas de
processamento do medo: a "Via Alta" e a "Via Baixa", com relagao especialmente aos
sentidos de visdo e de audigdo. Essas “vias baixas” fariam, entdo, a informacgao
emocional saliente chegar de maneira mais rapida na amigdala através de um relay
talamico A “via alta” seria cortical, mais lenta e detalhada, com a do sistema visual
sendo a projecéo da retina para o NGL do tadlamo, seguindo para o cértex visual
primario (V1) e areas de associagao antes de alcangar a amigdala. Esta rota permite
0 processamento consciente e refinado do estimulo, essencial para a identificagao

precisa do objeto.

Em contraste, a “via baixa” (ou via subcortical) seria uma rota rapida, grosseira
e suja, que transmite informagdes visuais diretamente ao complexo amigdaldide sem
passar pelo cértex visual primario. Esta via putativa conecta a retina ao CS, que por
sua vez projeta para o pulvinar e, finalmente, para a amigdala. Ela atua como um
sistema de "primeiro alerta", permitindo que o organismo inicie respostas defensivas
automaticas antes mesmo que a ameaga seja conscientemente percebida (Ledoux
1996; 2000; 2003).

Ele propdés que a via CS-Pulv (que ele denominou de “Via baixa de
processamento de estimulos visuais”) teria a fungao de enviar sinais de ameagas para
a amigdala, evitando o processamento cortical e, assim, diminuindo a laténcia de
resposta (LeDoux, 1996). Essa rota subcortical rapida (Retina -> Coliculo Superior ->
Pulvinar -> Amigdala) permitiia o processamento grosseiro e inconsciente de
ameagcas antes que a "Via Alta" cortical completasse sua analise detalhada. Ohman e
Mineka, em 2003, propuseram uma origem evolutiva para esse médulo do medo nos
mamiferos, especialmente nos primatas, observando que serpentes sdo um estimulo
fortemente associado com o sentimento de medo e com comportamentos defensivos

nesses animais (Ohman & Mineka, 2003).

Baseado nisso, Isbell (2006) propds na "Teoria da Detecgdo de Serpentes”

(Snake Detection Theory) que o modulo do medo se modificou e expandiu nos
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mamiferos do Cretaceo para o Paleoceno, devido a pressao predatdria exercida
inicialmente por serpentes constritoras e, posteriormente, por serpentes venenosas
(Isbell, 2006; 2009). Estudos eletrofisioldgicos em macacos (Macaca fuscata)
fornecem suporte a essa teoria, demonstrando que neurdnios no pulvinar medial
respondem mais rapida e vigorosamente a imagens de serpentes do que a faces de

macacos ou formas geométricas (Le et al., 2013; Almeida et al., 2015).

Apesar de tais evidéncias, a existéncia funcional de uma "Via Baixa" exclusiva
em primatas tem sido debatida. Pessoa e Adolphs (2010) propuseram o modelo dos
"Muitos Caminhos" (Many Roads), argumentando que o processamento cortical visual
em primatas é suficientemente rapido (laténcias < 100ms) para gerar respostas de
medo sem a necessidade obrigatéria de um atalho subcortical, e que a conexao
interna entre o pulvinar inferior (visual) e o medial (conectado a amigdala) poderia nao
ser robusta o suficiente. Entretanto, evidéncias anatbmicas recentes desafiam essa
critica. Elorette e colegas (2018) demonstraram, por meio de técnicas de rastreamento
neural em primatas, que projeg¢des do Coliculo Superior se encontram com neurdnios
pulvinares que projetam diretamente para a amigdala, especialmente nas porgdes
mediais (PM) e orais (PO) do pulvinar, fornecendo a base anatdbmica para essa via
rapida (Elorette et al., 2018). Além disso, a integridade estrutural desta via (pulvinar-
amigdala) correlaciona-se com a capacidade de reconhecimento de medo em

humanos, sugerindo um atalho funcional relevante (McFadyen et al., 2019).

Dessa forma, é possivel perceber que a via CS-Pulv atua como um sistema de
"Detector Rapido/Primeiro Respondente" (Fast Detector/First Responder), essencial
para guiar a atengao visual para estimulos novos e salientes, como ameagas, quando
a sobrevivéncia exige acao imediata (Strenge, 1978; Robinson & Petersen, 1992;
Isbell, 2009; Soares et al., 2017). A relevancia funcional deste circuito € confirmada
no fendbmeno de blindsight, onde a inativagdo seletiva da via CS-Pulvinar prejudica
movimentos guiados visualmente na auséncia de V1, ratificando seu papel critico na

viséo residual e no processamento emocional inconsciente (Kinoshita et al., 2019).
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1.3. Calitriquideos

O género Callithrix pertence a familia Callitrichidae, compreendendo um grupo
de primatas do Novo Mundo. Dentre as espécies deste género, o Callithrix jacchus,
popularmente conhecido como sagui-do-tufo-branco, € um modelo animal de primata
nao humano de crescente uso e relevancia em pesquisas cientificas (Mitchell &
Leopold, 2015; Inoue et al., 2024). Originalmente endémico da regido nordeste do
Brasil, o C. jacchus é encontrado na natureza principalmente em dois biomas
contrastantes, as florestas secas da Caatinga, caracterizada por um ambiente
semiarido e vegetacéao xerdfila, e a Mata Atlantica, uma floresta tropical umida (Schiel
& Souto, 2017; Benavides et al., 2022). Historicamente, o comércio ilegal e o0 uso
dessas espécies como animais de estimacgao resultaram na introdugao de populagdes
de Callithrix em regides nao nativas do Sudeste, como Sao Paulo, Rio de Janeiro e
Minas Gerais (Schiel & Souto, 2017; Leal do Amaral et al., 2023; Bergqvist, 2024). O
estabelecimento dessas populacdes invasoras nessas areas foi facilitado por sua
grande plasticidade ecoldgica, que |hes permite adaptar-se a dietas variadas em

ambientes altamente antropizados ou fragmentados (Schiel & Souto, 2017).

Estes animais sdo onivoros, mas ocupam um nicho ecoldgico especializado
como exsudativoros e insetivoros. A resina de arvores (exsudatos) constitui um
recurso alimentar muito importante, especialmente durante periodos de escassez de
frutas, permitindo a sobrevivéncia em areas onde recursos sazonais sdo limitados
(Schiel & Souto, 2017). Ao longo de sua histdria evolutiva o género passou por um
processo de nanismo filético, resultando em um pequeno porte que facilita a ocupacgao
de nichos arboreos em terminais de galhos finos, inacessiveis a primatas maiores.
Adaptagbdes morfologicas especificas acompanharam essa evolugéo, destacando-se
a presenca de estruturas similares a garras, chamadas de tégulas, em todos os dedos,
exceto no halux, em substituicdo as unhas planas tipicas da ordem. Essas garras
permitem a fixacdo vertical em troncos de arvores para a extracao de exsudatos.
Adicionalmente, possuem incisivos inferiores alongados que atuam como ferramentas
para perfurar a casca das arvores e permitir acesso a resina (Solomon & Rosa, 2014;
Schiel & Souto, 2017).
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No ambito da neuroanatomia, uma das caracteristicas mais significativas do
cérebro de Callithrix para a neurociéncia quando comparado com o do modelo primata
mais comum, 0os animais do género Macaca, é o alto grau de lissencefalia (Mitchell &
Leopold, 2015). Diferentemente dos macacos do Velho Mundo e humanos, o cértex
cerebral do sagui € quase desprovido de sulcos e giros, apresentando uma superficie
lisa, com exceg¢do do sulco lateral e do sulco calcarino (Sawada et al., 2014). Essa
caracteristica, contudo, ndo significa uma simplicidade funcional, o cérebro do sagui
preserva a organizacao topografica e as areas corticais complexas observadas em
primatas girencefalicos (Solomon & Rosa, 2014), mas em um cérebro menor e sem
as dificuldades causadas pelo dobramento cortical, o que facilita varias técnicas de
eletrofisiologia ou de mapeamento de conexdes neurais (Mitchell & Leopold, 2015). O
sistema visual destes animais € altamente desenvolvido e compartilha muitas
homologias com o sistema visual humano, incluindo a presenca de olhos frontais e
uma févea muito similar ao dos catarrhini, o que garante alta acuidade visual (Mitchell
& Leopold, 2015).

A arquitetura do sistema visual do sagui apresenta especificidades notaveis nas
estruturas subcorticais, particularmente no Coliculo Superior (CS) e no pulvinar. O CS
desempenha um papel crucial na orientacdo visual e na detecgcdo de estimulos
salientes. Estudos com tragadores neurais demonstram que o CS recebe projecdes
densas e diretas da retina, terminando principalmente nas camadas superficiais, o que
constitui uma via retinotectal robusta para o processamento visual rapido e
inconsciente. Esta estrutura integra informagdes multissensoriais € motoras para guiar
movimentos oculares sacadicos antes do processamento cortical detalhado (Santana
etal., 2023). O pulvinar, por sua vez, atua como um "hub" regulatério no talamo. Existe
uma forte conexao ascendente do CS para o pulvinar inferior e lateral, formando uma
via tecto-pulvinar que contorna o nucleo geniculado lateral. Evidéncias indicam que
esta via amadurece precocemente no desenvolvimento, sugerindo que o pulvinar
pode orientar a maturagcdo de areas corticais visuais, como a area MT (Middle
Temporal), essencial para a percepgao de movimento (Solomon & Rosa, 2014;
Mitchell & Leopold, 2015). Além das vias visuais, a amigdala ocupa uma posi¢ao
central no processamento emocional e social do C. jacchus. Atlas recentes baseados
em ressonancia magnética e histologia confirmam a conservacao estrutural da

amigdala no sagui em comparagdo a outros primatas. Esta estrutura mantém
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conexdes reciprocas com o polo frontal (area 10) e o cértex orbitofrontal, integrando
informacdes sensoriais visuais com a avaliagao de valéncia emocional, o que é vital
para a regulacdo de comportamentos sociais complexos e respostas a ameacgas
(Burman et al., 2011; Saleem et al., 2024).

1.4. Tragamento neural
1.4.1. A Importancia da Conectividade Anatémica

O cérebro de vertebrados é caracterizado por uma complexidade estrutural
extrema, composta por redes neuronais intrincadas que sustentam desde funcdes
fisioloégicas basicas até processos cognitivos superiores. A compreensao da fungao
neural €, portanto, indissociavel do conhecimento de sua estrutura anatdmica. Nos
ultimos anos, o campo da neurociéncia tem voltado seus esforcos para o
desenvolvimento de conectomas, mapa completo das conexdes neurais de um
organismo, buscando a base fisica do comportamento e da cognigcédo (Sporns et al.,
2005).

Embora o mapeamento completo em nivel sinaptico tenha sido alcancado em
modelos invertebrados com sistemas nervosos mais simples por meio de microscopia
eletrénica, como o de Caenorhabditis elegans (White et al., 1986), com 302 neurbnios,
e de Drosophila melanogaster (Dorkenwald et al., 2024), com ~140000 neurénios, 0
cérebro de vertebrados apresenta uma magnitude de complexidade
exponencialmente maior, com apenas o cértex de camundongos tendo ~14 milhdes,
o de rato ~31 milhdes e o de humanos ~16 bilhdes de neurbnios (Herculano-Houzel
et al., 2006; 2009), sendo atualmente inviavel a utilizagdo das mesmas técnicas de
microscopia eletrénica para o mapeamento deles. Métodos utilizando neuroimagem
macroscopica, como a Imagem por Ressonancia Magnética com Tensor de Difusao
(DTI) e a High Angular Resolution Diffusion Imaging (HARDI), permitiram um maior
insight sobre as conexdes do cérebro de humanos e outros primatas (Alexander et al.,
2007; Boukadi et al., 2019). Essas técnicas, embora valiosas, carecem de resolugao
para definir a direcdo da propagagéao do sinal ou a identidade sinaptica das conexoes,
além de oferecerem apenas estimativas probabilisticas de grandes tratos de
substancia branca (Lanciego & Wouterlood, 2011).
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Diante dessa limitagcdo, o tragamento de tratos neurais (tract-tracing)
permanece como o padrdo-ouro para a elucidacdo de circuitos em vertebrados
(Thomas et al., 2014). Ao contrario da neuroimagem, técnicas de tragamento invasivas
permitem a visualizagdo direta de proje¢gdes axonais com resolugao celular e
sinaptica, sendo fundamentais para determinar a arquitetura dos circuitos que

permitem, por exemplo, a detecgio rapida de ameacas.

1.4.2. Histéria do Tragamento Neural

A histéria do tragamento neural acompanha a histéria da neuroanatomia.
Inicialmente, o estudo de tratos mielinizados se baseava em lesionar fibras nervosas
ou em outros meétodos de degeneragao (Waller, 1851). Apos isso, Santiago Ramén y
Cajal, considerado por muitos o fundador da neurociéncia moderna, criou uma versao
melhorada da técnica de impregnacao de prata de Golgi (Golgi, 1873) e assim
conseguiu fazer as primeiras visualiza¢des de células individuais no cérebro e de suas
projegdes, criando a Doutrina do Neurdnio (Cajal, 1884), o principio de que o cérebro
era composto de varias células individuais e distintas, diferente da crenga da época
de que o cérebro e 0s nervos eram uma rede uUnica e continua (Raviola & Mazzarello,
2011). Novos métodos foram criados, como a técnica de impregnagao de prata
especifica de Nauta (Nauta, 1954), onde lesdes eram feitas no tecido e a degeneragéo
axonal subsequente era impregnada com prata. Embora revolucionarios para a época,
esses métodos eram ainda muito inespecificos, lesivos as fibras de passagem, nao
geravam marcagdes consistentes e s6 podiam ser realizados em individuos post

mortem (Lanciego & Wouterlood, 2011).

A grande revolugédo ocorreu na década de 1970 com a descoberta de que é
possivel utilizar mecanismos intrinsecos de transporte axonal para movimentar, de
maneira retrégrada, moléculas tragadoras ao longo de um neurdnio vivo, que marcam
o local de infusao, a trajetéria e a terminagao desses neurdnios (Kristensson & Olsson,
1971a). A introdugao da enzima Horseradish Peroxidase (HRP) permitiu, pela primeira
vez, o tragcamento retrogrado de tratos neurais in vivo visualizado por reagdes
histoquimicas (Kristensson & Olsson, 1971; Mesulam, 1982). Nas décadas seguintes,
o arsenal expandiu-se para incluir lectinas (como WGA), toxinas bacterianas e

dextranos fluorescentes, oferecendo maior sensibilidade e a possibilidade da
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combinagao desses (Schwab et al., 1978; Trojanowski et al. 1981;1982; Glover et al.,
1986). Mais recentemente, a incorporagdo de ferramentas de virologia molecular
gerou ainda mais opg¢des para utilizagdo em experimentos, como o uso do virus da
raiva, permitindo transporte retrogrado e transsinaptico, e de virus adeno-associados
(AAVs), que permitem diversas aplicag¢des variadas (Ugolini, 1995; Chamberlin et al.,
1998; Lanciego & Wouterlood, 2020).

1.4.3. Caracteristicas e Estratégias de Visualiza¢ao de Tragadores

A elucidagdo dos circuitos neurais através da utilizagdo de moléculas
tragadoras (chamados de tragadores convencionais) depende da escolha adequada
de compostos que exploram as propriedades fisioldégicas do transporte axonal e que
se encaixem ao desenho experimental proposto. Estas técnicas podem ser
categorizadas pela diregao do transporte e pela capacidade de transposigao sinaptica
(Figura 4) (Lanciego & Wouterlood, 2011; Saleeba et al., 2019). Quanto a direcéo do
transporte os tragadores podem ser anterégrados, onde eles sdo captados pelo soma
e pelos dendritos do neurbnio e se propagam ao longo do axénio em diregao aos
terminais sinapticos, ou retrogrados, onde os tragadores entram no neurdnio pelos
terminais axonais e sdo transportados no sentido contrario da propagagéo do
potencial de agéo, se direcionando ao soma e aos dendritos (Figura 4) (Saleeba et al.,
2019). Em relacdo a capacidade de atravessar sinapses os tracadores podem ser
estaticos, onde eles se mantém apenas no neurdnio onde ele inicialmente foi captado,
ou transsinapticos, os quais sdo capazes de transpor a fenda sinaptica, podendo
esses serem limitados a apenas uma sinapse (monossinapticos) ou a multiplas

sinapses (polissinapticos) (Saleeba et al., 2019).

Retrégado | Anterégrado

Polissinaptico Monossinaptico Estatico Estatico Monossinaptico  Polissinaptico

*‘*\:‘*—*’L DY Dy

Local da Injegéo

A

v

Figura 4: Nomenclatura de tragadores com base em sua diregdo de movimento e transposi¢ao sinaptica.
Produzido pelo autor no Biorender, adaptado de Saleeba et al. (2019).
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A eficacia destas técnicas é dependente do método de deteccgao, e a depender
do objetivo do experimento e da metodologia de tragamento utilizada existem
estratégias de visualizagdo diferentes (Kobbert et al., 2000). Métodos classicos
utilizam reagdes enzimaticas (como a reagao DAB-peroxidase) para criar precipitados
escuros e permanentes, para analise citoarquitetbnica em microscopia de luz
(Mesulam, 1982). A utilizagao de tragadores e/ou anticorpos conjugados a fluoréforos
revolucionou a area ao permitir a deteccdo de multiplos tragcadores simultaneamente
(multiplexagem), por meio do uso de fluoréforos de espectros de emissao e excitagao
diferentes (Kobbert et al., 2000). O uso de fluorescéncia permite também a
observagédo dos cortes histolégicos usando microscopia confocal, onde é possivel
realizar Z-stacks, o que possibilita a analise ortogonal e a verificagdo de proximidade
fisica entre terminais axonais marcados por tracadores anterégrados e dendritos
marcados por tracadores retrégrados, fornecendo evidéncias anatdbmicas robustas de

putativos contatos sinapticos (Lanciego & Wouterlood, 2011).

Para superar algumas limitagdes dos tragadores convencionais e aumentar a
reprodutibilidade dos experimentos, a neuroanatomia incorporou ferramentas de
virologia molecular em técnicas de tragamento neural. Por exemplo, virus
neurotropicos, como variantes modificadas do virus da Raiva (Rabies, AG) e do
Herpes Simplex (HSV), possuem a capacidade de realizar tragamento transinaptico
controlado, saltando entre neurdnios conectados para mapear circuitos funcionais
estendidos. Adicionalmente, vetores como os baseados em AAVs permitem a
expressao anterdgrada ou retrégrada de proteinas fluorescentes (ex: GFP, mCherry)
com especificidade para tipos neuronais especificos (ex: excitatorios ou inibitérios).
(Saleeba et al., 2019).

Abaixo, detalham-se dois tragadores convencionais de maior relevancia para

este estudo.

1.4.3.1. Dextranas

As Aminas Dextranas conjugadas com diferentes fluoréforos foram
introduzidas em meados da década de 1980 por Glover et al. (1986) no estudo de
tratos como moléculas tragadoras eficientes, inspirando a utilizacdo de outras

dextranas de pesos e conjugacdes variadas, expandindo a gama de aplicagao desses
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compostos (Nance & Burns, 1990; Schmued et al., 1990; Fritzsch & Wilm, 1990;
Chang, 1991) O Fluoro-Emerald (FE) é uma dextrana de alto peso molecular (10kDA
MW, Invitrogen-Molecular Probes, Eugene, OR) conjugada com fluoresceina (FITC).
Devido ao seu tamanho e hidrofilicidade, o FE tende a permanecer retido dentro da
membrana neuronal, ndo difundindo para fora da célula nem atravessando sinapses.
Ele é predominantemente utilizado como tragador anterogrado, preenchendo
detalhadamente axdnios e botdes terminais ("marcagéo tipo Golgi"). Sua visualizagéo
pode ser direta por microscopia de fluorescéncia (comprimento de onda de excitagao
~490 nm e emissao ~520 nm) ou através de métodos de visualizagdo utilizando

anticorpos anti-FITC.

1.4.3.2. Subunidade B da Toxina da Célera (CTB)

A Toxina da Célera (CT) é uma proteina composta por seis subunidades, sendo
uma subunidade A com acao enzimatica e cinco subunidades B nido-toxicas receptor-
ligantes, produzida pela bactéria Vibrio cholerae (Safa et al., 2020). A CTB se liga ao
gangliosideo GM1 na membrana celular, sendo internalizada por endocitose e depois
transportada retrogradamente até o reticulo endoplasmatico (Bharati & Ganguly,
2011). O tecido nervoso é rico em gangliosideos GM1, especialmente nos terminais
sinapticos (van Heyningen, 1974), onde a CTB é captada e depois € levada ao soma
e aos dendritos. Devido a isso, a subunidade B estabeleceu-se como um tragador
retrogrado diferente de tragcadores que dependem de difusdo passiva, este
mecanismo |he confere uma marcacdo de alta sensibilidade, uma dispersdo mais
restrita no local de infusdo, marcagao estatica (ndo ultrapassa a sinapse) e sem
produzir mudangas morfolégicas nos neurdnios (Trojanowski et al., 1982; Luppi et al.,
1990, Conte et al., 2009). A CTB preenche o citoplasma e os dendritos proximais,
produzindo uma marcagao muito sensivel, facilitando a identificagdo morfoldégica do
neurénio, e é frequentemente utilizada conjugada a fluoréforos para estudos de

multiplas marcagdes (Conte et al., 2009).

Entretanto, diferentemente do que é a crenga convencional, o CTB nao € um
tracador exclusivamente retrogrado e nem estatico. Pode se observar transporte

anterogrado (em menor quantidade que o retrégrado) e transporte transsinaptico
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(especialmente quando ha uma lesao nas fibras da area de infusdo) (Lai et al., 2015;
Saleeba et al., 2019)

1.5. Enquadramento da pergunta experimental

A partir do embasamento apresentado acima, € possivel afirmar que nao ha
evidéncias de uma conex&o sinaptica direta entre o CS e a amigdala. Ha, entretanto,
evidéncias da existéncia do circuito visual bissinaptico CS-Pulv-Amigdala em primatas
do Velho Mundo, probabilisticamente demonstrada em um trabalho de neuroimagem
(Rafal et al., 2015) e posteriormente confirmada por meio de tragamento neural
(Elorette et al., 2018). Essa via também foi demonstrada imunohistoquimicamente em
musaranhos (Day-Brown et al., 2010) e em ratos (Linke et al., 1999), e foi descrita em
camundongos (Wei et al., 2015). Alguns trabalhos exploraram esse circuito nos
primatas do Novo Mundo, como Maior et al. (2011), Barros et al (2002), Emile & Barros
(2009) e Cagni et al. (2011), porém nenhum deles fez uma verificagdo anatdbmica
dessa via, havendo entdo uma lacuna de conhecimento se ela esta presente em

platyrrhini.

O presente estudo tem como objetivo principal adaptar e implementar um
protocolo de tragamento neural anterégrado e retrogrado, inspirado no de Elorette et
al. (2018), com o objetivo de investigar a via Coliculo Superior -> Pulvinar -> Amigdala
em C. jacchus. Desta maneira estaremos testando uma das hipoteses centrais de
Isbell (2006), a de que os platyrrhini possuem maior variedade em seus sistemas
visuais quando comparados com os catarrhini, de maneira a auxiliar na reconstrugao

da histéria evolutiva dos primatas.

2. Objetivos
21. Objetivo geral

O objetivo do presente projeto € avaliar a existéncia do circuito neural coliculo
superior-pulvinar-amigdala em individuos da espécie Callithrix spp. de primatas do
Novo Mundo.
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2.2. Objetivos especificos

e Implementar, testar e adaptar o protocolo de colocalizagdo de inputs tectais e
neurdnios pulvinares projetados para a amigdala em primatas ndo humanos no
Laboratério de Neurociéncias, Metabolismo e Comportamento da UnB.

e Analisar os cortes histologicos do cérebro dos saguis tratados;

e Avaliar a trajetéria dos tragcadores infusionados no cérebro de saguis;

e Comparar os resultados com os adquiridos pelo experimento realizado por Elorette
et al. (2018).

3. Materiais e Métodos

A metodologia a seguir representa a padronizagao final apds etapas de otimizagao,
tanto cirurgica, quanto histolégica. Os parametros foram adaptados a partir do trabalho
em Macaca de Elorette et al. (2018), sendo ajustados as especificidades de Callithrix

Jacchus.

3.1. Sujeitos experimentais

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade de Brasilia, n® 23106.137976/2023-59. Foram utilizados 4 individuos da
espécie Callithrix jacchus, que estavam alocados no Centro de Primatologia da
Fazenda Agua Limpa (FAL) da Universidade de Brasilia (UnB) em viveiros padrdes,
onde foram mantidos com uma dieta baseada em frutas, legumes, verduras e proteina
ao longo de todo projeto. Agua e ragdo para primatas estavam disponiveis ad libitum.
Esses individuos foram submetidos a cirurgia estereotaxica para infusdo de Fluoro-
Emerald (Invitrogen #C34777), tracador anterégrado, e da CTB-AlexaFluor594
(Invitrogen #D1820), tragcador retrogrado. Quatorze dias apdés o procedimento os

animais foram eutanasiados.

3.2. Cirurgia estereotaxica

Todos os individuos foram submetidos ao procedimento cirurgico, que foi
realizado em condicdes assépticas no Centro de Primatologia da Fazenda Agua
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Limpa e acompanhadas por um veterinario. O procedimento envolve a utilizagdo de
um aparelho estereotaxico feito para Callithrix (SR-5C-HT, Narishige Group, Jap&o).
As coordenadas referenciais intra auriculares foram registradas no aparelho
estereotaxico, o animal foi entdo capturado com um auxilio de um puga e anestesiado
com uma solugao de Cetamina (15 mg/kg, i.p.) e Dexmedetomidina (0,01 mg/kg), seus
sinais vitais (frequéncia cardiaca e respiratoria, temperatura corporal e saturagao de
oxigénio) foram monitorados ao longo da cirurgia e, para manter a hidratagao, foi
administrada solucéo salina. Lidocaina (gel, 2%) foi passada nas barras auriculares e

0s animais anestesiados foram posicionados no aparelho.

Entdo, realizamos a tricotomia e a desinfecgdo da area de incisdo, e
administramos um anestésico local (Lidocaina, 25%) subcutaneamente. A incisdo no
escalpo permitiu a craniotomia unilateral nas regides acima do coliculo superior e da
amigdala, e a segunda incisao foi feita na dura-mater. As coordenadas dos alvos
cerebrais foram determinadas pelo atlas especifico de saguis (Figura 5) (Paxinos et
al., 2012). Por meio de uma bomba de infusdo (Narishige, Japdo) e uma seringa
Hamilton 10uL, o volume de 0,5 pL de cada um dos tragadores foi injetado a 0,004

ML/segundo nas areas correspondentes (Tabela 1).

Tabela 1: Coordenadas dos alvos e tragador correspondente.

Alvo Tragador CAS# A-P M-L D-V

Coliculo Superior 5% Fluoro Emerald (FE) | Invitrogen +1,3 +2,4 -10
#C34777

Nucleo Lateral da|1% CTB-AlexaFluor594 | Invitrogen +8,3 +6,5 -4
Amigdala #D1820

As agulhas ficaram no ponto de inje¢do por cerca de 5 minutos apos as
injegcdes para garantir total difusdo dos tragadores, assim como impedir refluxo para
dentro da agulha durante a sua retracéo. A regiao foi suturada, limpa com clorexidina
2% e foi passado um antibiético em pomada nos pontos. Os animais foram entéo
acompanhados durante o pds-operatdrio e receberam analgésicos, antibiéticos e anti-

inflamatorios.
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Figura 5: Imagem representativa das regibées-alvo das infusbes e da area de perfusdo estimada para o volume do
tragador. A) Amigdala, A-P: +8,3; Vermelho: CTB B) Coliculo Superior, A-P: +1,3; Verde: FE. Adaptado de: Paxinos
etal. (2012)

3.3. Preparacao do tecido

Apds 14 dias os animais foram eutanasiados com Tiopental sédico (500 mg/kg,
I.V.) e em seguida perfundidos transcardiacamente com tampao fosfato-salino (PBS)
seguido de 4% paraformaldeido. Os cérebros foram removidos dos cranios e
colocados para poés-fixar por 24 horas em paraformaldeido a 4%. Apos a pos-fixagao,
0s cérebros foram crioprotegidos em uma série de solugbes de sacarose em PBS
(10%->20%->30%), trocando de solu¢do quando o cérebro afundava (~24-72 h),
indicando saturacéo do tecido. Apos a etapa de crioprotecéo, os cérebros foram entéao
congelados rapidamente utilizando isopentano a -80°C e armazenados a -80°C até o
corte. O tecido foi seccionado coronalmente em sec¢des de 40 ym de espessura se
utilizando de um criostato (HC-4000 semi automatic, Histoline, Italia) e armazenando

eles em free-floating em placas com antifreezing, a -20°C.

3.4. Procedimentos histolégicos

Para visualizar os tragadores CTB e FE, uma série de cortes através do pulvinar
serdo feitas e processadas para imunofluorescéncia. Cortes adjacentes aos
preparados para observacao dos tracadores foram montados em laminas e deixados
para secar. Essas secbes montadas foram processadas através de uma série de

solucdes de etanol, desengorduradas, coradas com cresil violeta e cobertas com meio
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de montagem verniz. Elas foram utilizadas para visualizar as subdivisdes dos nucleos

taldmicos, da amigdala e do CS.

3.5. Imunofluorescéncia

Os cortes foram lavados trés vezes em PBS contendo 0,3% de Triton X-100
por 5 minutos e colocados em solugédo bloqueadora com agitagdo por uma hora e meia
(90min/10 rpm). A solugéo bloqueadora consiste de 10% soro normal de burro e 0,3%
de TX-100, em PBS. Os anticorpos primarios (anti-CTB e anti-FE) foram adicionados
a solugao de bloqueio e o tecido foi incubado por 48 horas a 4°C (Para diluigao de
anticorpos ver Tabela 2). Os cortes foram lavados cinco vezes por 5 minutos em PBS
e depois colocados na solugao de bloqueio com os anticorpos secundarios. Os cortes
foram incubados nessa solugéo por 90 minutos com agitagao (10 rpm) em temperatura
ambiente. Apds a incubagao dos anticorpos secundarios, as secg¢des foram lavadas
com PBS cinco vezes por 5 minutos cada e depois marcadas com DAPI por 15
minutos. Entdo, os cortes foram lavados em PBS cinco vezes por 5 minutos e entao
montados em laminas, deixados para secar e entdo cobertos com meio de montagem

(glicerol 9:1 PBS) e a laminula. Depois disso foram levadas para analise microscopica.

Tabela 2: Anticorpos utilizados para procedimento de imunofluorescéncia.

Anticorpo CAS# Tipo Hospedeiro Alvo Diluicao

Anti-FE Invitrogen #PA1- Policlonal Bode FITC 1:1000
26793

Anti-CTB Invitrogen #BS- Policlonal Coelho CTB 1:500
12862R

Anti-Goat Alexa Fluor Invitrogen #A-11055 | H+L Asno Bode 1:2000

488 conjugate

Anti-Rabbit Alexa Fluor | Invitrogen #A-21207 | H+L Asno Coelho 1:1500

594 conjugate
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3.6. Analise microscopica

As areas cerebrais, e seus respectivos subnucleos, foram delimitadas segundo
atlas da espécie (Paxinos et al., 2012). Imagens de Z-stack foram capturadas por
ummicroscoépio confocal (Leica SP5) e imagens das subdivisbes serao observadas
em microscopio de luz (Zeiss Axioplan). Andlises ortogonais das microfotografias
foram utilizadas para visualizagdo da sobreposigdo dos tragadores anterégrados e
retrogrados no pulvinar utilizando o programa Imaged. Paralelamente, os sitios de
infusdo dos tracadores na amigdala e coliculo superior serdo avaliados para
verificagao dos limites de dispersao gerada pelo volume infundido. Todas as imagens
foram pos-processadas nos programas das empresas dos microscopios (Zeiss Zen,
Leica LasX), ou pelo proprio Imaged, por meio de edigdo de niveis, e para montagem

das pranchas de publicagéo.

4. Resultados

O presente estudo demonstra, pela primeira vez em Callithrix jacchus, a
convergéncia anatémica entre terminais provenientes do coliculo superior e neurénios
do pulvinar que se projetam para a amigdala. Nossos resultados indicam a existéncia
de uma via subcortical conservada em primatas do Novo Mundo, corroborando a
hipétese de um circuito neural rapido para detecgdo de ameagas ('via baixa'),
conforme proposto pela Teoria de Detecc¢ao de Serpentes (Isbell, 2006; 2009). Apesar
das variagdes metodoldgicas observadas, a topografia das projecoes é consistente
com o descrito em catarrinos e outros mamiferos, sugerindo uma homologia do

circuito na ordem dos primatas.

4.1. Padronizacgao Cirurgica e Preservacgao Tecidual

Foram realizadas quatro cirurgias. O primeiro individuo (C1) veio a ébito apos
a cirurgia devido ao protocolo anestésico inicial, impossibilitando o tempo necessario

para o transporte dos tracadores. Além disso, intercorréncias na perfusao
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transcardiaca comprometeram a fixagao, impedindo a obteng¢ao de cortes histologicos

viaveis no criostato para analise dos locais de infuséo.

Para os procedimentos subsequentes (n=3; individuos C2, C3 e C4), o
protocolo anestésico foi reformulado e ficou sob supervisdo de uma anestesista
veterinaria especializada em primatas. O novo regime resultou na estabilizagdo dos
parametros vitais durante todo o periodo cirurgico estereotaxico e na recuperagao
pos-operatoria completa, permitindo o periodo de sobrevivéncia de 14 dias necessario

para o transporte neural.

Houve também um refinamento no protocolo de fixagdo e processamento
tecidual. Inicialmente utilizou-se formalina tamponada a 10% (equivalente a 4%
formaldeido), porém a literatura descreve que a presencga de solventes estabilizantes
(como metanol) poderia interferir no brilho e longevidade dos fluoréforos. Nos animais
subsequentes, a solugéo fixadora foi substituida por paraformaldeido (PFA) a 4%
recém-preparado, e o volume de perfusdo do PBS e do fixador foi aumentado. As
etapas subsequentes de pds-fixagédo e crioprotecdo em gradiente de sacarose foram
concluidas com éxito, assim como o flash-freezing com isopentano a -80°C,

garantindo a integridade estrutural para o seccionamento no criostato.

Inicialmente a concentragcado de CTB utilizada foi de 0,1%, porém o sinal de CTB
encontrado estava muito ténue e inconclusivo. Foi necessario a aquisi¢gao de novo lote

do produto e a concentragdo das duas cirurgias seguintes foi ajustada para 1%.

Adicionalmente, no ultimo cérebro processado, introduziu-se uma etapa
experimental de banho em solugdo de Glicina (0,3M) por 1 hora antes da
criopreservagao, visando o quenching de grupos aldeidos livres, provenientes do PFA,
que poderiam contribuir para a autofluorescéncia. Entretanto, a comparagao
qualitativa com os espécimes anteriores nao revelou reducao perceptivel no ruido de
fundo. O protocolo cirurgico e o de fixagdo padronizado encontram-se detalhados no

Apéndice A e no Apéndice B.

4.2. Seccionamento e Armazenamento
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O protocolo de crioprotegédo e congelamento permitiu o seccionamento da
maior parte do encéfalo. No entanto, o rendimento da amostragem na regido do CS
foi baixa na maioria dos individuos, e a da amigdala foi parcial no individuo C4, devido
a perda focal de tecido durante o corte no criostato. O armazenamento dos tecidos

em free floating nas placas de pogos com antifreezing se mostrou efetivo em preservar

a qualidade estrutural do tecido.

Figura 6: Mosaicos de fotos de microscépia de luz da coloragdo de Nissl. A) Pulvinar; A-P: +3,565 B) Coliculo Superior; A-
P:+1,50.

4.3. Histoquimica (Nissl)

Devido a auséncia de um protocolo de coloragdo de Nissl para cortes de
primatas no laboratério, foi necessario a padronizacdo desse procedimento
histoquimico. Tentativas iniciais foram baseadas no método mencionado no artigo de
Elorette et al. (2018), utilizando tionina, porém n&o foi possivel conseguir contraste

satisfatorio e reproduzivel.

Mudamos a metodologia para a utilizacao de Cresil Violeta para a realizagao
da marcacgao de Nissl. Apos testes de tempo de diferenciagéo e pH, além da incluséo
de uma etapa de desengorduramento prévia, padronizou-se um protocolo utilizando
Cresil Violeta, que permitiu a visualizagao da citoarquitetura nuclear e de subdivisdes

neuroanatébmicas (Figura 6).



47

4.4. Padronizagao da Imunofluorescéncia

A otimizagéo da imunofluorescéncia envolveu o ajuste de multiplos parametros
para tentar amplificar o sinal e maximizar a relacéo sinal-ruido nos tecidos analisados,

visando a visualizagao apenas dos tragadores (Apéndice D).

A auséncia de um controle positivo prévio dificultou a titulagdo da concentragao
dos anticorpos, porém foram testadas algumas concentragdes diferentes para os
anticorpos, se baseando na literatura. A concentragéo escolhida para o protocolo final

foi a que gerou menor background e ligagao inespecifica nas amostras.

Foram também testados métodos para reduzir a autofluorescéncia do tecido.
O tratamento com Sudan Black B para a redugao de autofluorescéncia proveniente da
lipofucsina se mostrou efetivo, porém resultou em alta degradacdo da integridade
tecidual (fragilidade e rigidez) devido a utilizacdo de etanol, e foi descontinuado. O
banho do cérebro inteiro em glicina (0,3M) ou de cortes ja seccionados nao resultou
em redugao perceptivel do ruido de fundo, indicando que a autofluorescéncia basal é

principalmente derivada da lipofucsina.

4.5. Observagao do local de infusdo

No individuo C2 foi possivel a captura de imagens dos locais de infusao,

mostrando o local de infusdo na amigdala e no coliculo superior (Figura 7).

No individuo C3 foi observado o local de infusdo no coliculo superior e foi

observado mas nao fotografado o sitio de infusdo do CTB na regidao da amigdala.

No individuo C4 foi possivel observar o local de infusdo no coliculo superior,

mas néo foi possivel observar o local de infusdo na regidao da amigdala.

As infusdes no coliculo superior se concentraram nas camadas superiores.
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Figura 7: Locais de infuséo do individuo C2; A) Coliculo Superior; A-P: +1,00 ;Verde: Limites do coliculo superior; B) Nucleo lateral da

amigdala; A-P: +8,00; Vemelho: Limites do nucleo lateral da amigdala.

4.6. Observagao do Pulvinar

Em todos os casos analisados foi possivel observar na regidao do pulvinar a
presenca de estruturas fluorescentes condizentes com o espectro emissao de ambos

os tracadores.

A marcacao do FE é mais presente e intensa, condizente com a via CS->Pulv,
aléem de estar presente em todos os individuos em todas as subregides do pulvinar
observadas (Figura 8 e 10). Através dessa marcagao foi possivel observar varias
fibras axonais, com as fibras mais proeminentes sendo as observadas no MPulv,
subregido mais préxima do local de infusdo. Observou-se um padrao de marcagéo do
CTB fraco, predominantemente granular, com o tragador estando presente em
acumulos que ficam proximos de nucleos celulares. O tragador também foi observado
em todas as subregides do pulvinar, porém com densidade menor do que o FE (Figura
10).

As imagens de microscopia confocal mostraram a justaposi¢cao de marcacoes
no pulvinar, incluindo no pulvinar medial, no pulvinar inferior e no pulvinar lateral
(Figuras 9 e 11), com a analise ortogonal indicando uma grande proximidade fisica

entre os tragadores (Figura 9).
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Figura 10: Representacéo dos tracadores em um corte do pulvinar do individuo C3. Verde: FE; Vermelho: CTB. A) Subregiées do pulvinar com 0s

tragadores derivado de mosaico feito em microscopio confocal. B) Plot do CTB nas subregibes. C) Plot do FE nas subregibes do pulvinar. D) Plot
de ambos os tragadores no pulvinar; A-P: +4,00



Figura 11: Z-stacks do pulvinar do individuo C3. Azul: DAPI; Verde: FE; Magenta: CTB. As setas indicam o encontro dos tragadores.
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5. Discussao

O presente estudo estabeleceu, de forma inédita, a padronizac&o de protocolos
de tragamento neural anterogrado e retrégrado para a investigagao da via subcortical
Coliculo Superior -> Pulvinar -> Amigdala em Callithrix jacchus. A validacdo dos
parametros cirurgicos estereotaxicos e o refinamento das técnicas histolégicas de
imunofluorescéncia representam um avango metodolégico significativo, fornecendo a
base técnica necessaria para futuras investigagcdes anatdbmicas deste circuito em
primatas neotropicais. Embora a microscopia de fluorescéncia convencional nao
permita a resolugao de contatos sinapticos individuais, a estreita aposi¢ao observada
entre as terminagdes axonais provenientes do coliculo superior (marcadas com
Fluoroemerald) e os somas neuronais projetantes para a amigdala (marcados com
CTB) no pulvinar inferior/medial sugere fortemente uma conectividade funcional. Esta
convergéncia topografica € consistente com estudos ultraestruturais em Tupaia
belangeri, nos quais a microscopia eletrbnica confirmou que tais aposi¢des
observadas a microscopia de luz correspondem, frequentemente, a sinapses
excitatdrias funcionais (Day-Brown et al., 2010). Portanto, nossos dados fornecem

evidéncias anatdbmicas para a existéncia de um relay pulvinar nesta via em saguis

A confirmacdo da existéncia desta via em C. jacchus possui implicagbes
importantes para a biologia evolutiva dos primatas. A Teoria de Detecgdo de
Serpentes (Isbell, 2006; 2009) propde que a pressao seletiva exercida por ofidios
peconhentos foi um motor primario na expansao e especializagao do sistema visual
dos primatas. Uma das hipéteses bases de Isbell € de que os platyrrhini, devido a um
hiato historico na convivéncia com serpentes peconhentas na América do Sul,
poderiam apresentar variagdes ou uma menor dependéncia desta via subcortical em
comparacgao aos catarrhini. Contudo, nossos resultados indicam a preservacao deste
circuito, sugerindo que a “via baixa” € uma caracteristica ancestral (plesiomorfia)
altamente conservada na ordem Primata, mantendo-se fundamental para a deteccao
rapida de ameacas, independentemente das variacbes nas pressdes seletivas
regionais mais recentes do grupo. Porém, como a teoria de Isbell também postula que
os platyrrhini teriam uma maior variabilidade em seus sistemas visuais dentre seus
grupos, em contraposigao aos catarrhini, que possuem uma grande homogeneidade

em seus sistemas visuais.
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A adaptacao dos protocolos histolégicos para o tecido cerebral de C. jacchus
revelou particularidades neuroquimicas da espécie. A coloracdo de Nissl exigiu a
substituicdo da Tionina por Cresil Violeta para otimizar o contraste citoarquiteténico.
Adicionalmente, o manejo da autofluorescéncia de lipofuscina, abundante em tecido
de primatas adultos, mostrou-se critico. Tentativas de bloqueio com Sudan Black B
resultaram em comprometimento da integridade tecidual devido aos solventes
alcodlicos, indicando que, para a preservacdo de tracadores fluorescentes e da
morfologia celular em C. jacchus, o uso de métodos de quenching alternativos sao

preferiveis.

Um dos principais achados metodolégicos deste trabalho refere-se ao
comportamento do tragador retrogrado CTB observado no tecido de Callithrix.
Diferentemente do padrdo de preenchimento citoplasmatico difuso ("Golgi like")
amplamente descrito na literatura para roedores (Mikkelsen, 1992; Dederen, 1994;
Conte et al, 2009) e observado por Elorette em Macaca, nossos resultados
demonstraram uma marcagdo predominantemente granular e perinuclear. Tal
fendmeno nao parece ser um artefato de permeabilizagao, visto que a marcacgéao se
acumula préxima a nucleos, condizente com o esperado da molécula. Também foi
observado que o comportamento do tragador anterégrado FE foi diferente do de
Elorette, pois encontramos menor densidade de fibras, porém elas possuem calibre

maior do que as encontradas por Elorette.

Em relacdo aos subnucleos onde foram observados os tracadores,
encontramos um padrdo de marcagao similar ao esperado, com o SC projetando
aferéncias para todos os subnucleos do pulvinar (Benevento and Fallon, 1975; Huerta
and Harting,1984; Stepniewska et al., 2000; Elorette er al., 2018). Entretanto,
encontramos marcacgdes de CTB mais abrangentes e menos densas que Elorette, que
relata a observagao de grupos densos de neurdnios marcados no pulvinar pelo CTB,
com a area que ocupam dentro de subnucleos especificos sendo mais restrita.
Contudo, o subnucleo do pulvinar medial, o com a maior quantidade de marcagdes de
CTB no artigo de Elorette, também foi o subnucleo onde mais observamos o tragador,

além de ser o subnucleo onde os encontros entre os tragadores se concentraram mais.
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5.1. Limitagoes

A interpretacdo dos dados de conectividade apresentados deve considerar as
limitagbes técnicas e logisticas enfrentadas durante a execugdo do projeto, que

impactaram tanto a amostragem quanto a profundidade das analises quantitativas.

Diferentemente do protocolo de referéncia (Elorette et al., 2018), este estudo
utilizou a subunidade B da toxina da célera diretamente conjugada a fluoréforos,
devido a dificuldade de acesso ao CTB nado conjugado. Embora validada pelo
fabricante, a auséncia de um controle positivo dificultou a titulagao fina dos anticorpos.
A estratégia de titulagao priorizou a redugao do ruido de fundo (background), o que,
por consequéncia, pode ter reduzido a sensibilidade para a deteccado de fibras de
menor calibre ou com baixa expresséo de transporte retrogrado. Também é possivel
que o processamento histolégico tenha afetado a visualizagcdo dos tragadores,
aumentando o background ou realizando conexdes inespecificas. Saleeba et al.
(2019) relata que o laboratorio deles ndo observou efetividade na marcagao do CTB-

AlexaFluor com anticorpos anti-CTB.

Intercorréncias na estabilidade mecanica do criostato resultaram em variagdes
na espessura das seg¢des e, em casos criticos, na perda de fatias contendo o sitio de
injecdo na amigdala. Somado a leves variagdes na angulagédo do plano de corte em
relagéo ao plano coronal padrao, a localizagao exata dos sitios de injegdo em algumas

amostras

Adicionalmente, a falta de lupa de fluorescéncia, e a incompatibilidade dos
filtros dos microscopios de epifluorescéncia disponiveis com o espectro de emissao
do fluoréforo Alexa Fluor-594 restringiu a analise e documentagao das imagens quase

exclusivamente a microscopia confocal.

A logistica de acesso restrito e janelas temporais limitadas para uso do
microscoépio confocal (incluindo a necessidade de deslocamento intermunicipal para
acesso a equipamentos com mesa automatizada/slide scanner) impactou diretamente
o volume de dados coletados. Consequentemente, a documentagao fotografica de
algumas regides do pulvinar e dos sitios de infusdo nao pbéde ser realizada com a

exaustividade de varredura planejada.

Por fim, a auséncia de sistemas de plotagem digital semiautomatica integrados

ao hardware (como o MDPIot utilizado por Elorette et al., 2018) impediu a reconstrugao
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digital precisa e agil das fatias inteiras. A analise baseou-se, portanto, em
correspondéncia anatdmica manual e critérios qualitativos. Observou-se também, a
posteriori, que 0 uso de laminulas convencionais, em vez de laminulas de alta precisao
especificas para fluorescéncia, pode ter introduzido aberragdes Opticas sutis.
Portanto, os resultados atuais confirmam a existéncia topografica da via, mas nao

permitem inferéncias estatisticas robustas sobre a densidade relativa das projegdes.

6. Conclusao

Esse estudo mostra que neurdnios do coliculo superior projetados para o
pulvinar estdo muito préximos de neurdnios pulvinares direcionados para a amigdala,
indicando a existéncia da via baixa de processamento visual em Callithrix. Isso indica
que, no minimo no género dos saguis, ndo houve alteragcdes nessa via especifica em
relagado aos catarrinos. Dado a natureza desse circuito de ser um sistema rapido de
deteccao e reacdo a ameacas, era esperado que ele nao tivesse sido perdido, mesmo
com a falta da pressédo seletiva por serpentes. Hoje em dia existem serpentes
peconhentas na América, porém durante o periodo em que elas ndo estavam
presentes no Novo Mundo os primatas eram predados por outros animais, como
felinos e aves de rapina. Entdo, é possivel que a variagao tenha sido em padrdes de

ativacao da “via baixa”, assim como quais estimulos sao priorizados por esse circuito.

Para estudos futuros que visem a identificacdo e analise dessas vias,
recomenda-se a utilizagao de sistemas de microscopia com digitalizacdo de lamina
inteira (slide scanner) e o uso de laminulas de alta precisdo (espessura #1.5H) para
maximizar a resolugdo optica em microscopia confocal. Também se recomenda a
utilizagdo de tracadores virais, os quais permitem maior controle experimental e
melhor visualizagdo do tecido, com menos etapas de preparo apds a extragao do

tecido.
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Protocolo Operacional Padrao (POP) - Cirurgia Estereotaxica em Callithrix sp.

Projeto: Co-Localizagédo de entradas tectais e neurénios pulvinares projetados para a

amigdala.

Objetivo: Infusdo de tragadores neuroanatémicos.

1. Checklist Pré-Operatério e Seguranca

Antes de iniciar qualquer procedimento, € mandatorio realizar as sequintes

verificagbes:

Conferir disponibilidade dos farmacos e realizar os calculos das doses.

« Confirmar se todo o material cirurgico foi devidamente autoclavado.

« Testar o funcionamento de: Dremel, centrifuga, aparelho de barbear, seringas

Hamilton e bomba de infusao.

« Para eutanasia de emergéncia:

o Transportar para o local da cirurgia: 160 mL de PBS e 200 mL de Formol +

Agulha scalp

o Estoque de Seguranca: Certificar-se de que permaneca na geladeira do

laboratério um volume minimo de 100 mL de PBS e 200 mL de Formol.

2. Materiais
Instrumentacao Farmacos e Solugoes Equipamentos e
Cirurgica Consumiveis

Kit Cirargico Completo

Quetamina e

Dexmedetomidina

Estereotaxico para

sagui

Cabo para bisturi e lamina

Isofluorano

Bomba de infusao
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Pinca dente de rato

Lidocaina (Liquida e Gel)

Seringa Hamilton

Pingca sem dentes Tramadol Maquina Dremel e
Brocas
Forceps e Hemostatica Meloxicam Tricotomizador

(Aparador)

Tesoura pequena

Ceftriaxona soédica

Agulhas e Seringas

diversas

Tesoura reta

Propofol

EPI (Jaleco, Mascara,

Luva)

Kit de sutura

Agua Destilada e Agua

Algodao, Cotonete,

(Emergéncia)

Oxigenada Papel Toalha
Alcool 70% Caneta marcadora
Tracadores PBS e Formol

Subunidade B da Toxina

da Coélera (CTB)

Soro Fisiolégico e

Lactato de Ringer

Fluoroemerald

3. Procedimentos Pré-Cirargicos

3.1. Planejamento (Dias Anteriores)

1. Realizar visita ao Centro de Primatologia juntamente com o veterinario

responsavel para escolha do individuo que sera utilizado na cirurgia.
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Confirmar data e horario com o veterinario do Centro e com a anestesiologista

veterinaria.

Separar todo o material no laboratério e realizar o transporte para o Centro de

Primatologia, utilizando a checklist para conferéncia final.

3.2. Preparagcao do Ambiente (Dia da Cirurgia)

1.

2.

Chegar no Centro de Primatologia com antecedéncia ao horario agendado.
Separar os materiais e esterilizar o que ainda precisar.
Limpar a bancada e o aparelho estereotaxico com Alcool 70%.

Instalar o sistema de infusdo, esterilizar a seringa Hamilton e zerar as

coordenadas do aparelho estereotaxico, anotando o zero intra auricular.

4. Procedimento Ciruargico

1.

2,

Capturar o animal e transporta-lo a sala de cirurgia.
Anestesiar o individuo inicialmente com isofluorano.

Administrar a associacao de Quetamina (15 mg/kg) e Dexmedetomidina (0,01

mg/kg), via intramuscular.

Realizar tricotomia e assepsia na coxa ou na cauda para cateterismo, visando

repiques anestésicos (Propofol/Quetamina), a critério da anestesista.
Realizar a tricotomia da cabeca.

Aplicar lidocaina gel nos canais auditivos.

Fixar o animal no aparelho estereotaxico.

Administrar analgésico e antiinflamatério, Tramadol (2 mg/kg) e Meloxicam

(0,2 mg/kg), via intramuscular.

Desinfetar a area de incisao e aplicar a lidocaina liquida subcutanea, de

maneira a formar uma bolha de lidocaina no escalpo.

10.Realizar incisdo no escalpo e craniotomia unilateral sobre as coordenadas do

Coliculo Superior (CS) e da Amigdala*.
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*Para realizar a craniotomia sobre a amigdala € necessario a realizagéo da

retracédo do musculo.
11.Infusdo de CTB na Amigdala.
12.Infusédo de Fluoroemerald no Coliculo Superior (CS).
13.Realizar a sutura da incisgo.

14. Ao final do procedimento organizar a mesa cirurgica, lavar e autoclavar o

instrumental utilizado.

5. Manejo Pés-Cirargico

A responsabilidade pelos procedimentos de analgesia pos-cirdrgica é do estudante.
Deve-se coordenar com os cuidadores o auxilio na captura do animal para

administrag&o.

Duracgao do Tratamento: 3 dias apds a cirurgia.

Periodo Protocolo Medicamentoso

Manha (08:00) * Analgesia: Dipirona e Tramadol

* Anti-inflamatoério: Meloxicam

» Antibiético: Ceftriaxona sddica

Tarde (18:00) * Analgesia: Dipirona e Tramadol

* Anti-inflamatoério: Meloxicam
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Apéndice B - Protocolo Eutanasia e Preparo do Tecido para Histologia

Protocolo Operacional Padrao (POP) - Eutanasia, Perfusdo e Processamento

de Tecido em Callithrix sp.

1. Observagoes

« Estoque de Emergéncia: Certificar-se de que permanecga no laboratorio uma

reserva minima de 100 mL de PBS e 200 mL de Formol.

« EPIs: Uso obrigatério de luvas e jaleco durante todo o procedimento de

perfusdo e manipulacdo de reagentes.
2. Materiais

Itens necessarios para a execugao da eutanasia e processamento do tecido:

Instrumentais e Solugoes e Farmacos Consumiveis
Equipamentos
Bomba de infusao Tiopental Sédico Seringas de 20mL
(x2)
Balancga de preciséo PBS (160mL/animal) Scalp tipo borboleta
27G
Tesoura de ponta e Tesoura Formol 4% Pote de coleta
reta (200mL/animal) (50mL)
Pinca dente de rato e Paraformaldeido (PFA) Saco de descarte
Hemostatica branco
Alicate para craniotomia NaOH (1 M) e HCI (0,1 Filtro (ex: café)
M)
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Espatula Sacarose Papel aluminio e
Caneta

"Rabo Quente" ou Micro- Isopentano Pote de coleta

ondas

Becker, Proveta e Bailarina Isofluorano

3. Procedimento de Eutanasia e Perfusao
1. Arrumar a bancada com todos os materiais listados e pesar o animal.
2. Sedar o animal com Isofluorano
3. Administrar Tiopental Sédico na dose de 500mg/kg via intraperitoneal (i.p.).

4. Enquanto o anestésico faz efeito, aquecer 160 mL de PBS a 30-35°C (aprox.

20 segundos no micro-ondas).
5. Testar reflexos para confirmar a anestesia profunda.

6. Realizar incisdo em no peito até expor a cavidade peritoneal, cortar o
diafragma e expor o coragao. Cortar as laterais da caixa toracica e suspender

o esterno (com hemostatica ou pinga) para visualizagao total do coragéao.

7. Configurar a bomba de infusdo utilizando seringa de 20mL com didmetro de
72 mm, volume de 20 mL (20000 uL) e taxa de fluxo de 10 mL/min (10000
ML/min).

8. Preencher o scalp com o PBS aquecido (evitando bolhas) e inseri-lo no apice
do ventriculo esquerdo. Cortar o atrio direito imediatamente para permitir a

saida do sangue/fluidos.

9. Iniciar a bomba injetando 8 seringas de 20mL de PBS (total 160mL) para
lavagem. Em seguida, trocar para o fixador e injetar 8 seringas de 20mL de
Formol 4% gelado (4°C).

10.Decapitar o animal, remover a pele e realizar a craniotomia cuidadosa com

alicate para retirada do encéfalo integro.
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4. Pés-Fixagao e Criopreservacgao

Os cérebros removidos devem ser pds-fixados em Formol 4% por no minimo 24h

antes de iniciar o processo de sacarose.
Protocolo de Gradiente de Sacarose (10% - 20% - 30%)

Os tecidos devem ser transferidos sequencialmente conforme afundam nas

solugoes.

Cetrtificar-se de cobrir 100% do tecido no pote de coleta com a solugéo.

5. Congelamento Rapido de Tecido

Apés o tecido afundar na solugéo de sacarose 30%, proceder ao congelamento.

1. Preparar pedacgos de papel aluminio devidamente identificados com caneta

permanente.
2. Levar encéfalos (no tubo), pinga, Becker vazio e luvas para o freezer -80°C.
3. Colocar Isopentano no Becker (suficiente para cobrir totalmente o tecido).

4. Remover o encéfalo do tubo de sacarose e mergulhar o tecido por 20

segundos no Isopentano.
5. Retirar com pinga e embrulhar imediatamente no papel aluminio identificado.

6. Colocar os tecidos embrulhados dentro de um recipiente adequado (também

identificado) e manter a -80°C.

7. Retornar o isopentano para o frasco original com cuidado e fechar bem.

Formol 4% (Paraformaldeido)

Este procedimento deve ser realizado previamente para garantir que o fixador esteja

gelado (4°C) no momento da perfusao.

Materiais para 1 Litro:
« PBS 0,01 M: 1000 mL (800 mL para aquecimento inicial + q.s.p.).
o Paraformaldeido (PFA): 40 gramas.

Passo a passo:
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1. Em um Becker de 1 L, adicionar 800mL de PBS e aquecer a 60°C (monitorar

rigorosamente para ndo ultrapassar essa temperatura).
2. Adicionar 40g de PFA.

3. Com a bailarina ligada (agitagao), adicionar lentamente gotas de NaOH 1M

até a solugao clarear e o PFA dissolver completamente.
4. Aguardar esfriar, filtrar a solugdo e completar o volume até 1 L com PBS.
5. Ajustar o pH para 6,9 utilizando HCI diluido.
6. Armazenar em garrafa na geladeira (4°C).
Solugao Antifreezing
Solugéo crioprotetora para armazenamento de longo prazo de cortes ou tecidos.

Materiais e Reagentes (Para 800 mL de solugéo final):

Componente Quantidade
PBS 0.01M 320 mL
Etilenoglicol 240 mL
Glicerol 240 mL

Fosfato de sédio monobasico NaH2PO4.H20 (137,99 g/mol) | 1,256 g

Fosfato de sédio dibasico NazHPO4 (141,96 g/mol) 4,36 g

Passo a passo:
1. Em um Becker de 1 L, adicionar os 320 mL de PBS.

2. Adicionar os fosfatos (monobasico e dibasico) e dissolver com auxilio da

bailarina magnética.
3. Transferir a mistura para a garrafa de armazenamento (1 L).
4. Adicionar os 240 mL de Etilenoglicol.

5. Adicionar os 240 mL de Glicerol.
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6. Misturar bem a solugao (pode ser feito na prépria garrafa) e armazenar na
geladeira (4°C).

Sacarose

1. Adicionar 400 mL de PBS em um Becker.

2. Adicionar a massa de sacarose correspondente (ver tabela).

3. Completar com PBS até 500 mL e misturar na bailarina até homogeneizar.

Etapa | Concentracdo | Quantidade de Sacarose (p/ Tempo Estimado
500mL PBS)

1 Sacarose 10% | 50 g ~ 1 dia (até
afundar)

2 Sacarose 20% | 100 g ~ 1 dia (até
afundar)

3 Sacarose 30% | 150¢g 2 a 3 dias (até
afundar)




Apéndice C - Protocolo de Imunofluorescéncia

Protocolo Operacional Padrao (POP) - Imunofluorescéncia em Tecido Free-

Floating

Padronizacao do procedimento de imunofluorescéncia para detecgao de tragcadores

neuroanatdémicos (CTB e Fluoroemerald) em cortes de tecido cerebral.

o DAPI é possivelmente mutagénico, utilize EPI.

1. Materiais

Instrumentais e Solucoes e Reagentes

Equipamentos

Consumiveis

Donkey Serum)

Mesa agitadora PBS Placas de cultura 12
pOGoS
Geladeira (4°C) PBS-T (PBS + Triton X- Ponteiras e
100 0,3%) Micropipetas
Pinca fina Soro de Asno (Normal Papel Aluminio

Pincel Anticorpos Primarios
(Anti-FE, Anti-CTB)

Laminas de vidro

Anticorpos Secundarios
(Alexa 488, 594)

Laminulas

DAPI (10ug/ml)

Meio de montagem
(Glicerol/PPD)

Esmalte
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Procedimento - Dia 1: Lavagem, Bloqueio e Primario

. Retirar os cortes armazenados e transferir para a placa de pogos contendo

PBS.

Deixar em PBS por 15 minutos para hidratagao e aclimatagéao a temperatura

ambiente.

Lavar em PBS (2X5 minutos/80 RPM) para remocgao do antifreezing.

. Incubar na Solugéo de Bloqueio (90 minutos/80 RPM) para permeabilizagao e

bloqueio de sitios inespecificos.

. Preparar a solugao de Anticorpos Primarios (Anti-CTB e Anti-FE) diluidos em

Solugédo de Bloqueio 1:5 em PBS (ver tabela de dilui¢do).

Incubar os cortes na solugao de anticorpos primarios por 48 horas a 4°C (na

geladeira), sob agitacdo suave, se possivel.

Procedimento - Dia 3: Secundario, DAPI e Montagem

Nota: A partir da etapa de adigdo do secundario, manter as amostras protegidas da

luz.

. Retirar a solugao de anticorpo primario.

Lavar os cortes em PBS (5 vezes de 5 minutos) sob agitacdo a 80 RPM.

Incubar na solugéo de Anticorpos Secundarios (Anti-Bode Alexa 488 e Anti-
Coelho Alexa 594) diluidos em Solugao de Bloqueio 1:5 em PBS, por 90

minutos a temperatura ambiente, sob agitacdo reduzida a 40 RPM.
Lavar os cortes em PBS (5X5 minutos) sob agitacao.

Incubar com DAPI (10ug/ml) por 20 minutos sob agitagcdo a 80 RPM para

marcagao nuclear.
Lavar os cortes em PBS (5X5 minutos) para remogao do excesso de DAPI.

Montar os cortes em laminas silanizadas, utilizando pincel e PBS para deixar

o tecido alinhado e sem dobras

Deixar as laminas secarem em temperatura ambiente, protegidas da luz, por

30 a 60 minutos (até o tecido aderir, mas ndo secar completamente).
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9. Pingar o Meio de Montagem (Glicerol tamponado com PPD) sobre o tecido e

cobrir com laminula, evitando bolhas.

10.Selar as bordas da laminula com esmalte e armazenar a lamina na horizontal

em geladeira (4°C), protegida da luz.

Solucgao de Bloqueio (5 mL)
Mistura utilizada para bloquear ligagdes inespecificas e permeabilizar a membrana.
Materiais:
e Soro de Asno (Sigma-Aldrich #D9663): 500 uL.
o PBS-T (PBS + 0,3% Triton X-100): 4500 pL.
Passo a passo:
1. Misturar os componentes em um tubo tipo Falcon ou Eppendorf grande.

2. Homogeneizar suavemente (inversao).

Nota: Para diluicdo de anticorpos, utilizar esta solugao diluida 1:5 em PBS.

Tabela de Anticorpos e Diluigées

Tipo Anticorpo Hospedeiro Alvo/Conjugado Fabricante Diluicédo
Primario Anti-FE Bode FITC Invitrogen 1:1000
(Fluoroemerald) #PA1-
26793
Primario Anti-CTB Coelho CTB (Cholera Invitrogen 1:500
Toxin B) #BS-
12862R
Secundario | Anti-Goat Asno Alexa Fluor 488 Invitrogen 1:2000
#A-11055
Secundario | Anti-Rabbit Asno Alexa Fluor 594 Invitrogen 1:1500
#A-21207




Meio de Montagem com PPD
Solugao anti-fade para preservar a fluorescéncia.
Materiais:

e Glicerol: 9 partes.

« PBS: 1 parte.

o p-Fenilenodiamina (PPD): 0,1% (1 g/L).
Passo a passo:

1. Dissolver o PPD na mistura de Glicerol e PBS. Atengéo: O PPD oxida
facilmente e escurece; a solugdo deve ser levemente amarelada ou

transparente. Se estiver marrom escuro, descartar.

2. Armazenar em aliquotas a -20°C, protegido da luz.
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Apéndice D - Protocolo de Histoquimica

Protocolo Operacional Padrao (POP) - Coloragao de Nissl com Cresil Violeta

1. Observagoes
Antes de iniciar o procedimento, € mandatdério realizar as seguintes verificagdes:

o Ultilizar laminas gelatinizadas. O uso de laminas silanizadas n&o é
recomendado, pois tivemos muitos problemas com elas n&o prenderem o

corte adequadamente durante este processo, levando a perda do tecido.

o Cloroférmio e Xileno sao toxicos e volateis. O manuseio deve ser realizado

obrigatoriamente dentro da capela de exaustéo.

+ Verificar se o banho-maria esta estabilizado entre 38-40°C antes de iniciar a

etapa de coloracéo.

2. Materiais

Itens necessarios para a execugao da coloracéao:

Instrumentais e Solugoes e Reagentes Consumiveis

Equipamentos

Microscopio 6ptico Cresil violeta (p9) Laminas gelatinizadas
com cortes

Banho-maria (38- Cloroférmio Laminulas

40°C)

pHmetro Etanol (100%, 95%., Papel filtro

70%, 50%, 25%, 10%)
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Cubetas de vidro

(Baterias)

Xileno (Xilol)

Meio de montagem

(Verniz)

Capela de exaustao

Acido Acético Glacial

Pipetas Pasteur

Suporte para laminas

Acetato de Sédio (0.2M)

Becker e Provetas

Estufa (opcional)

Agua destilada (dH20)

Alumen de Cromo e

Gelatina (p/ laminas)

Procedimento - Dia 1: Desengorduramento

. Preparar uma solugao 1:1 (50:50) contendo Etanol 100% e Cloroférmio dentro

da capela de exaustao.

. Mergulhar as laminas com o tecido nesta solugéo.

. Manter as laminas imersas overnight para desengorduramento do tecido.
Procedimento - Dia 2: Coloragao

. Retirar as laminas da solu¢ao de desengorduramento e limpar rapidamente
em Etanol 100%.

. Colocar as laminas em Xileno por 3 horas.

. Transferir para Etanol 100% (Banho 1) por 5 minutos. Né&o reutilizar este

alcool na etapa 13.

. Transferir para Etanol 100% (Banho 2) por 5 minutos. Né&o reutilizar este

alcool na etapa 13.

. Transferir para Etanol 95% por 2 minutos. N&o reutilizar este alcool na etapa
13.

. Iniciar a reidratacédo passando as laminas sequencialmente pelas seguintes

solucdes, 2 minutos cada:
Etanol 70%

Etanol 50%
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o Etanol 25%
o Etanol 10%
o Agua destilada
o Agua destilada
7. Retirar o excesso de agua das laminas (secagem leve das bordas).

8. Mergulhar na solugéo de Cresil Violeta (previamente aquecida em banho-
maria a 38-40°C).

9. Manter na coloragao por 8 a 12 minutos. Checar a intensidade da cor no

microscopio na metade do tempo (aprox. 5 min) para ajustar se necessario.
10.  Limpar o excesso de corante mergulhando em Agua destilada.

11. Iniciar a desidratagdo passando as laminas sequencialmente pelas seguintes

solugdes, 1 minuto cada:
o Etanol 10%
o Etanol 25%
o Etanol 50%
o Etanol 70%

12.  Realizar a diferenciagdo em solugéo de Etanol 70% com Acido Acético
(preparo descrito no Apéndice). Controlar visualmente até que o fundo fique claro e

0S somas neuronais visiveis.

13.  Continuar a desidratagao utilizando alcoois frescos (limpos), 5 minutos cada:
o Etanol 95%
o Etanol 100%
o Etanol 100%

14.  Xilol por 5 minutos.

15.  Xilol por 5 minutos.

16.  Montar as Idaminas com laminula e verniz (meio de montagem).
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Solucdes
- Solugéao de Cresil Violeta 0.05%

Materiais:
« Violeta de Cresil (p9).
« Agua destilada.
« Acido Acético Glacial ou Acetato de Sédio 0.2M.
o Filtro de papel.
Passo a passo:

1. Dissolver o Cresil Violeta em agua destilada para obter a concentragao de
0.05%.

2. Filtrar a solucédo utilizando papel filtro.
3. Medir o pH da solucéo.

4. Ajustar o pH para 3,76 utilizando gotas de Acido Acético Glacial ou Acetato de
Sodio 0.2M.

5. Filtrar novamente a solucdo antes do uso.
- Solugdo de Diferenciagao
Materiais:
o Etanol 70% (200 mL).
« Acido Acético Glacial.
Passo a passo:
1. Separar 200 mL de Etanol 70% em um recipiente.
2. Adicionar 4 a 6 gotas de Acido Acético Glacial.
3. Misturar bem antes de usar na etapa de diferenciacao.
- Gelatinizagao de Laminas

Procedimento simples para revestir laminas, garantindo a aderéncia de cortes

histolégicos.

Materiais:
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Gelatina incolor (5 g).

Sulfato de Cromo e Potassio (Alumen de Cromo) (0,5 g).
Agua destilada (1000 mL).

Alguns cristais de Timol.

Laminas de vidro limpas.

Passo a passo:

1.

Aquecer a agua destilada a 60°C e dissolver a gelatina completamente sob

agitacao.
Adicionar o Alumen de Cromo e misturar até dissolver.
Filtrar a solucédo ainda morna.

Mergulhar as laminas limpas na solugéo (imergir e retirar suavemente, cerca

de 3 a 5 vezes).

Deixar as laminas secarem verticalmente em temperatura ambiente ou estufa

(37°C) durante a noite, protegidas de poeira.



Apéndice E — Redugao de Autofluorescéncia

Protocolos de Reducgao de Autofluorescéncia
Métodos independentes para redugéo de autofluorescéncia em tecidos bioldgicos.

Escolha o método adequado conforme a necessidade do tecido e etapa do
processamento.

1. Observacoes

e Sudan Black B é toxico e corante forte. Uso obrigatério de EPIs.
o Manipular solugdes volateis (Etanol) preferencialmente em capela.

Materiais Gerais:

o Agitador orbital (Shaker).
o Cubetas ou placas para incubacéo.
« PBS (Phosphate Buffered Saline).
Protocolo A: Glicina 0,3M (Bloqueio de Aldeidos)

Bloqueio de grupos aldeidos livres (fixagdo com paraformol/formol).
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Timing: Antes da imunofluorescéncia (pode ser feito logo apds a pds-fixagdo com o

cérebro inteiro ou entdo antes da solugcdo de bloqueio com o tecido ja cortado).

- Preparo da Solugao

e Solugdo Glicina 0,3M: Dissolver a Glicina (pd) em PBS na concentragdo molar

de 0,3M.
o Procedimento
1. Submergir o tecido (inteiro ou em cortes) na solugao de Glicina 0,3M.
2. Incubar sob agitagdo suave por: 1 hora (cérebro inteiro); 20 minutos (fatia).
3. Lavar com PBS (3x de 5 minutos).

4. Prosseguir com o protocolo normal (sacarose/bloqueio).
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« Protocolo B: Sudan Black B (Bloqueio de Lipofuscina)
Mascaramento de autofluorescéncia de lipidios e lipofuscina.

Apods o término da imunofluorescéncia (apds a marcagao nuclear), antes da

montagem na lamina.
e Preparo da Solugao

e Solugado SBB 0,1%: Dissolver 0,1g de Sudan Black B em 100mL de Etanol
70%.

« Proteger da luz (fotossensivel) e agitar bem.
e Filtrar antes do uso para evitar precipitados.
o Procedimento
1. Finalizar a ultima lavagem da imunofluorescéncia.
2. Retirar o excesso de liquido das laminas (ndo deixar secar).
3. Cobrir o tecido com SBB 0,1%.
4. Incubar por 5 minutos (ambiente, escuro).
5. Realizar lavagens rapidas para remover excesso e reidratar:
o Etanol 70%: 15 segundos.
o Etanol 50%: 15 segundos.
o PBS: 3x de 5 minutos.

6. Montar o tecido na lamina e depois cobrir com meio antifade.
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Anexo A — Declaragao de Aprovagao do CEUA - UnB
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